OCT7 1927 


















HOPPE: SEYLER’S ZEITSCHRIFT 


fiir 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


unter Mitwirkung von 


- Siedical Lib. 


E. ABDERHALDEN-Halle, SVANTE ARRHENIUS-Stockholm, P. BRIGL- 
Hohenheim, G.EMBDEN-F rankfurta.M., H.v. EULER-Stockholm,H.FISCHER- 
Miinchen, W. GULEWITSCH-Moskau, O. HAMMARSTEN-Upsala, 8. G. 
HEDIN-Upsala, V. HENRIQUES-Kopenhagen, M. HENZE-Inusbruck, G. 
HOPPE-SEYLER-Kiel, 0. KESTNER-Hamburg, F. KNOOP-Freiburg i. Br., 
L. KREHL- Heidelberg, Wm. KUSTER-Stuttgart, CARL TH. MORNER- 
Upsala, F. v. MULLER-Miinchen, J. P. PAWLOW-St. Petersburg, P. 
PFEIFFER-Bonna.Rh., F. PREGL-Graz, W. E. RINGER-Utrecht, 0. SCHUMM. 
Hamburg, 8, P. L. SORENSEN-Kopenhagen, H. STEUDEL-Berlin, H. THIER- 
FELDER-Tiibingen, K. THOMAS-Leipzig, H. WIELAND-Miinchen, 
R. WILLSTATTER-Miinchen, A. WINDAUS-Gittingen, 
E. WINTERSTEIN-Ziirich, R. v. ZEYNEK-Prag 


herausgegeben von 


A. KOSSEL, 


Professor der Physiologie in Heidelberg 





Einhundertachtundsechzigster Band 
Viertes, fiinftes und sechstes Heft 


Mit 17 Figuren im Text 


(Ausgegeben am 27, Juli 1927) 


BERLIN und LEIPZIG 1927 


4 WALTER DE GRUYTER & CO. ) 
vormals G. J. Gischen’sche Verlagshandlung « J. Guttentag, Verlagsbuch- i 
: handlung » Georg Reimer + Karl J. Triitbner - Veit & Comp. | 


EINHUNDERTACHTUNDSECHZIGSTER BAND 
VIERTES, FUNFTES UND SECHSTES HEFT 


Inhalt oti 
v. Euler, H., Karl Myrbiick und Ragnar Nilsson. feces XII. 
Das Molekulargewicht der Co-Zymase . . . 177 
Waelsch, Heinrich. Uber die Hydrolyse von Blutfarbstoff durch 
Laugenwirkung. Mit 1 Figur im Text . ...... 188 
Meyer zu Hérste, G. Ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung 
der Oxalsiiure im Harn. Mit 1 Figur im Text... . 196 


Abderhalden, Emil, und Waldemar Kréner. Weiterer Beitrag : zur 
Struktur der Proteine. Mit 6 Figuren im Text . ..... 201 
Krause, F. Phosphorsdure- und Milchsiurebildung im Driisenbrei. 
Mit 2 Figuren im Text. . 216 
Haehn, Hugo, und Max Glaubitz. Uber die Vergtrunr ai ene: 
traubensiure. (Hefegirungen vom en — aus 
betrachtet. IIL) . .. . 25 fas 
Kostytschew, S., G. Medwedew jad “Kardo-Sysojewa. ‘Uber 
Alkoholztrang. (XIIL. Mitteilung.) Die Nichtexistenz der zell- 


freien Girung. Mit 7 Figuren im Text. .. . 244 
Gottschalk, Alfred. Uber den Chemismus der Vesta 2) von 
Glykogen und Stirke durch maltasefreie Hefe . ... 267 


Simola, P. E. Uber die Wirkung des Synthalins im Tiscababiionks 274 

Kiister, William, und Karl Sehlayer. Uber den Chemismus der 
Porphyrinbildung und die Konstitution des Himins. 13. Mit- 
teilung tiber Porphyrine . . . . 1. «2 5 0 «© © « © @ O04 





Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


O. Schumm (3); H.v. Euler, H. Fink und H. Hellstrém; A. Papen-. 


dieck; A. Hamsik; R. Nilsson und B. Jansson; F. Haurowitz; 

H. v. Euler und K. Myrbick; H. v. Euler, R. Nilsson und D. Runeh- 

jelm; K. Josephson; M. Schenck und H. Kirchhof; H. W. Bansi 

und H. Ucko; oo Abderhalden und H. Mahn; H. y. Euler und 

B. Jansson; E. Abderhalden und E. Rossner; L. Kwiecinski und 
L. Marchlewski; F. Wessely und M. John. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Chemie erscheint in 
Banden zu 6 Heften. Preis des Bandes 15 Mark. 

Die in dieser Zeitschrift zu publizierenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus 
technischen Griinden unméglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Redaktion 
sugehen, aufgenommen, — Kurze Notizen oder ee Arbeiten werden 
in der Regel am Schlu6 des Heftes und auferhalb der i des Eingangsdatums 
mitgeteilt. — Bereits in anderen Zeitschriften verdffentlichte iten, sowie Referate 
aber — raf! ose Arbeiten werden nicht aufgenommen. 

onorar betrigt fir den Druckbogen 40 Mark. Von jeder Arbeit werden dem 
Vuiniene 7 Separat-Abdriicke gratis geliefert. 

In bezug auf die Rechtschreibung der Fachausdriicke sind bis auf weiteres die 
Publikationen der Deutschen Chemischen Gesellschaft maBgebend. In zweifelhaften Fallen 
wird der etymologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 


Anschrtft fir Manuskriptsendungen bis auf weiteres: 


Professor Dr. 8S. Edibacher, Heidelberg, Physiologisches In= — 


stitut, Akademiestr. 3. 





- ONT: RT 














| 
| 
h 














Co-Zymase. XII. 


Das Molekulargewicht der Co-Zymase. 
Von 
H. v. Euler, Karl Myrbiick und Ragnar Nilsson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 1927.) 


Schon durch die Versuche, die zur Entdeckung der Co- 
Zymase durch Harden fiihrten, wurde es klar, daB das Co- 
Enzym der alkoholischen Giirung, die Co-Zymase, ein relativ 
niedriges Molekulargewicht haben muf. Harden konnte ja 
zeigen, dab die Co-Zymase dadurch von der Zymase getrennt 
werden kann, daB sie eine Kollodiumhaut durchdringt. Uber 
die wahre GréBe des Molekulargewichtes besitzt man aber keine 
Kenntnisse. Da die Co-Zymase nicht in reinem Zustand bekannt 
ist, und Verunreinigungen auch in den reinsten, bisher dar- 
gestellten Priiparaten sicher die Werte des Gefrierpunkts usw. 
vollig entstellen, kommen fiir eine Bestimmung des Molekular- 
gewichtes nur solche Methoden in Betracht, bei welcher die 
Co-Zymasemenge aus der Aktivitét (Girungsbeschleunigung) be- 
rechnet werden kann. Wir haben darum versucht, die Methode 
der freien Diffusion anzuwenden, die fiir den speziellen Fall ge- 
léster Gase von Hiifner'), zur Molekulargewichtsbestimmung 
geléster Stoffe iiberhaupt von Kuler ausgearbeitet wurde. 


1. Methodik. 


Wir haben acht verschiedene Diffusionsapparate verwendet, 
wie sie Oholm in friiheren Arbeiten’ benutzt hat. Als Sperr- 





’) Hiifner, Wied. Ann. Bd. 60, S. 134 (1897); Euler, Wied. Ann. 
Bd. 63, S. 273 (1897); Oholm, Zs. physikal. Chem. Bd.70, S. 378 (1910). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLAVIII. 12 








178 Hans v. Euler, Karl Myrbick und Ragnar Nilsson, 


fliissigkeit konnten wir hier Quecksilber verwenden; besondere 
Versuche hatten nimlich gezeigt, daB das Metall auch bei den 
sauersten hier in Frage kommenden Liésungen nicht in solcher 
Menge gelést wird, daB die Giftwirkung bei den Girungs- 
versuchen stért. Die Anzahl der Schichten war in allen Ver- 
suchen vier. Die Apparate wurden senkrecht, erschiitterungs- 
frei befestigt. Die Temperatur schwankte wahrend einer Ver- 
suchsreihe mit héchstens 0,3°. Sie ist bei jeder einzelnen 
Versuchsreihe angegeben. Vor dem Versuche wurde also so 
viel Quecksilber eingefiillt, daB die Oberfliche die Spitze der 
Pipette beinahe erreichte. Dann wurde mit der Pipette dreimal 
10ccm destilliertes Wasser eingefiillt. Die Pipette wurde dann 
mit der zu untersuchenden Lésung gefiillt, und nachdem die 
ganze Apparatur die Temperatur des Versuchszimmers an- 
genommen hatte, wurde die Pipette langsam (in etwa 10 Min.) 
entleert. Nach Verlauf einer passenden Zeit wurde dann zuerst 
das Quecksilber langsam durch den unteren Habn des Appa- 
rates und dann die waBrige Lésung schichtweise in vier kleine 
Pyknometer von 10 ccm Inhalt abgelassen. Nach Durchmischen 
wurde dann der Inhalt der einzelnen Pyknometer untersucht. 

Parallel mit den Versuchen mit Co-Zymaselésung haben 
wir einige Bestimmungen des Molekulargewichts von Robhr- 
zucker und Glucose ausgefiihrt. In diesem Falle erfolgte die 
Bestimmung der Zuckermengen in jeder Schicht lediglich durch 
Polarisation. Direkt aus den Drehungswerten wurden dann 
nach Kawalki}) die Substanzmengen auf eine Totalsumme von 
10000 ausgerechnet. Aus den Tabellen von Kawalki erhilt 


man dann den Wert z= a wo h die halbe Schichthéhe in cm, 


t die Diffusionszeit in Tagen und & die gesuchte Diffusions- 
konstante ist. Unter Anwendung des Temperaturkoeffizienten 
«a=0,05 wurde dann die fiir 20° giiltige Diffusionskonstante D 
ausgerechnet. Die Berechnung von /M geschah nach der Formel 
DyM=7.*) Fir so kleine Molekulargewichte, wie die hier 
in Frage kommenden, ist diese Formel giiltig. 





1) Kawalki, Wied. Ann. Bd. 52, S. 185 (1894). 
2) Euler, Wied. Ann. Bd. 63, 8. 273 (1897). 














Co-Zymase. XII. 179 


2. Bestimmung der Co-Zymasemenge. 


Die Bestimmung der Co-Zymasemenge kann nach der von 
uns friiher geschilderten Methode mit hinreichender Genauig- 
keit geschehen.') Die passend verdiinnte Co-Zymaselésung 
wird mit 0,5ccm einer 10°/,igen Phosphatlésung von p,,=6,4 
versetzt. Dann wird Wasser bis zu einem Totalvolumen von 
2ccm zugegeben. Dazu kommen: 0,2 g Co-Zymase-freie Hefe *), 
0,1g Glucose und 0,01 g hexose-di-phosphorsaures Natrium.*) 
Die Girungsgeschwindigkeit wird dann gemessen und in 
,cem CO, / Stunde“ ausgedriickt. Der Co-Zymasegehalt der 
Schicht wird berechnet und das Molekulargewicht dann wie 
oben ermittelt. 


3. Molekulargewichtsbestimmungen an Rohrzucker. 
A. Apparat 1. h = 0,525em. Temperatur 14,5°% ¢ = 4,13 Tage. 














Schicht Drehung Zuckermenge auf x 
Totalsumme 10000 
1 6,04 4670 0,225 
2 4,15 3210 0,230 
3 1,95 1510 0,230 
4 0,79 610 0,225 











~ Mittel 0,227 °° 
i; = 0,294, D = 0,376, M = 345. 





1) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 133, S. 260 (1924); Bd. 136, 
S. 107 (1924). 

”) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 165, S. 28 (1927). Die Co- 
Zymase hiitte natiirlich auch als Co-Redoxase oder als Co-Mutase be- 
stimmt werden kénnen. Uber die Einheitlichkeit des am Kohlehydrat- 
abbau beteiligten Co-Enzyms in pflanzlichem und tierischem Material 
diirfte kein Zweifel mehr bestehen. Es ist schwer einzusehen, wie 
neuerdings ein Verfasser [K. Meyer, Biochem. Zs. Bd. 183, S. 216 (1927)] 
es mit dem Standpunkt der gegenwirtigen Forschung vereinbar hiilt, 
das Co-Enzym der Milchsiiurebildung als einen von der Co-Zymase (zu 
priifen an Oxydoreduktion, Phosphorylierung, Cannizzaroreaktion oder 
CO,-Entwicklung durch Apozymase) verschiedenen Stoff darzustellen. 
Die experimentellen Angaben dieser Mitteilung weichen aber in so 
hohem Grad von den langjiihrigen Erfahrungen unseres Laboratoriums 
ab, daB wir eine eingehendere Besprechung dieser Arbeit nicht fiir an- 
gezeigt halten. 

3) Meyerhof, Diese Zs. Bd. 102, 8.3 (1918); Euler u. Myrbick, 
Diese Zs. Bd. 133, S. 264 (1924). 

12* 
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B. Apparat IV. k = 0,535 em. 


Temperatur 15,5°. 
p ’ 


t = 5,96 Tage. 





Schicht Drehung 
5,35 
2 4,00 
3 2.47 
4 1,40 





k = 0,820, 


Totalsumme 10000 


Zuckermenge auf 


4050 
3030 
1870 








1050 


Mittel 0,150 
D = 0,392, M = 318. 


C. Apparat V. + = 0,525em. Temperatur 18°. 





¢t = 3,0 Tage. 





Schicht Drehung 
3.65 
2 2.40 
3 1,07 
4 0,30 





k = 0,356 


] 


Relative Zucker- 
menge 


4920 
3100 
1440 








404 


0,258 
0,245 
0,270 





Mittel 0,258 


D = 0,392, M = 818. 


Die zweite Schicht gibt hier wie in vielen Versuchen 
einen abweichenden Wert von z. Dies hangt bekanntlich 
damit zusammen, daf sich die Konzentration des diffundieren- 
den K6rpers in der zweiten Schicht mit der Zeit nur sehr langsam 
indert und daf also ein kleiner Fehler in der Konzentrations- 
bestimmung einen sehr groBen Fehler in x verursachen kann. 


PD. Apparat VIIL kh = 0,575 em. 


Temperatur 18° ¢ = 4,3 Tage. 








Schicht Drehung 
1 3,20 
2 2,22 
1,02 
4 0,40 

k = 0,336, 


Relative Zucker- 
menge 
4690 
322 
1500 
590 








Mittel 0,229 


D = 0,370, M = 358. 





0,225 
0,235 
0,230 
0,225 
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E. Apparat V. 


kh =9,525em. Temperatur 18% / = 6,0 Tage. 











Schicht Drehung malaitre: Enekor- x 
menge 
1 2,62 3820 0,135 
2 2,06 3000 0,130 
3 1,39 2020 0,120 
4 0,80 1160 0,140 





Mittel 0,131 


i; = 0,351, D = 0,386, M = 328. 


Aus unseren obigen Versuchen berechnen wir das Mole- 
kulargewicht des Rohrzuckers zu 336 + 8. Dieser Wert zeigt, 
da8 unsere Versuchsmethodik recht genaue Werte gibt, ins- 
besondere, daB die Apparatur so aufgestellt ist, daB die hier 
unyermeidliche Erschiitterung desselben keine groBen Fehler 
verursacht. 


4. Molekulargewichtsbestimmung an Glucose. 


Apparat IV, 


h = 0,535. Temperatur 15°. ¢ = 4,0 Tage. 





Sehicht Drehung Relative Zucker: x 
menge 
1 4,15 4240 0,178 
2 3,10 3170 0,193 
8 1,68 1720 0,180 
4 0,86 870 0,176 














Mittel 0,182 


k = 0,393, D= 0,491, M = 200. 
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5. Molekulargewichtsbestimmung an Co-Zymase. 


A. Hefekochsaft: Priifung der einzelnen Schichten. 








Co-Zymase- 





menge 


0,04 cem aus 
Schicht 1 
0,04 ccm aus 
Schicht 1 
0,1 cem aus 
Schicht 2 
0,05 cem aus 
Schicht 2 
0,2 ccm aus 
Schicht 3 


0,1 ccm aus 
Schicht 3 


0,5 ccm aus 
Schicht 4 


0,2 ecm aus 
Schicht 4 




















Girung: cem CO, nach folgenden Zeiten wes; 0, 
0} 1 2 2%] 8 | 3s 4 | 5 l6Stdn,| Stunde 
0,3 | 0,7 | 1,9 ‘2b ‘ea 371441601 76| 1,6 
0,6 | 1,0 | 2,1 | 2,6 ‘31136 /40156| 71 1,5 
3 | 
0,3 10,8 (2,4 3,8 4,3 53 163 89| 11,4] 26 
~_ 
02104 1,4 11,9 24/29/34] 46! 59] 1,8 
04110 29140152 65 179|—| 149] 35 | 
02/0,5 15121 26 32/3,815,2| 67] 1,45 
0,5 }1,3 3,9 | 5,4 Tp | let 4,6 
0,4 10,8 23 | 3,1 - 49 5,8 | 8,0] 100] 2,0 




















Der angewendete Apparat hatte h =0,40cm. Die Tem- 
peratur war 14°. Die Diffusionszeit war t= 3,96 Tage. Driicken 
wir die Co-Zymasemengen in der Kinheit Co aus, so erhalten wir: 


(1 Co ist die Menge Co-Zymase, die unter den oben definierten Be- 
dingungen bei der Giarung eine Kohlensiureentwicklung von 1 ccm 


























pro Stunde gibt.) 
Schicht Anzahl Co Relative - 
pro cem Co-Zymasemenge 
| 315 
1 31°5 4210 0,170 
26 
2 26 2920 — 
17,5 . 
3 145 1800 0,165 
9,2 
| 4 10/0 1070 0,152 
Mittel 0,162 
k = 0,249, D=0,324, M = 467. 
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Das geprifte Co-Zymasepriparat war ein eingeengter Hefe- 
kochsaft und hatte den Reinheitsgrad ACo = 1200. Wir haben 
nun weitere Versuche sowohl mit Kochsiften als mit gereinigten 
Lésungen angestellt, um zu ermitteln, ob der oben gefundene 
Wert von Verunreinigungen usw. unabhingig ist. 

Der Raumersparnis wegen fihren wir im folgenden nur 
die Mittelwerte der Girungsgeschwindigkeiten an. 


B. Hefekochsaft. ACo = 1400. 
Apparat III. h=0,535. Temperatur 14°. ¢ = 3,94. 








Gidrungsgeschwindigkeit | Anzahl Relative 
en eee Co Co-Zy mase- x 
ecm Lésung | cem CO,/Stde.} pro cem menge 
0,1 3,25 32.5 7 — 
1 0°05 8 pe 5200 0,302 
0,2 4,4 22 
9 ’ ’ — 
. 0,1 1,9 20 alata 
0,3 2.5 8,3 - ne 
3 ai 3 30 1230 0,303 
0,5 | 1,4 2.8 " 
4 025 0°7 28 380 0,281 














— Mittel 0,295 
Wir erhalten: / = 0,246, D = 0,320, M = 476. 


C. Hefekochsaft. ACo = 1400. 
Apparat V. h = 0,525. Temperatur 18% ¢ = 5,96 Tage. 





Anzahl Relative 











Girungsgeschwindigkeit 
Schicht | ——_— fome Co Co-Zymase- x 
ecm Lésung/} cem CO,/Stde.| pro cem menge 
0,05 1,75 35 ies 
. 0,02 0,70 35 aon ” 
. 0,05 114 28 aa °, 
0,2 3,1 15,5 1790 0.164 
. 0,1 1,55 15,5 , 
0,5 4,5 9,0 1050 0,152 
‘ 0,2 1,85 93 . , 




















Mittel 0,159 
k = 0,291, D=0,320 M = 480. 











184 Hans v, Euler, Karl Myrbiack und Ragnar Nilsson, 


D. Hefekochsaft. 
Apparat VII. 


h=0,40em. Temperatur 14° ¢ = 2,94 Tage. 





















































Girungsgeschwindigkeit Anzahl Relative 
NIN ieictiietciceiccenapyncacemninnniel Co Co-Zymase- x 
ecm Lésung | cem CO,/Stde. | pro ecm menge 
0,05 | 2,6 52 a roe 
: 002 | = 10 50 a on 
0,1 8,85 32,5 
9° ’ | ? ’ ae 
‘ 005 | 1,85 27,0 aed 
0,2 | 3,1 15,5 ; lis 
, 0,1 | 4,95 17,5 anal — 
4 0,3 | 2.2 7,3 690 0,210 
Mittel 0,225 
k = 0,242, D=0,314, M = 495. 
E. Hefekochsaft. ACo = 2000. 
Apparat I. 
h = 0,525. ‘Temperatur 15° ¢ = 3,75 Tage. 
Girungsgeschwindigkeit Anzahl Relative 
———— Co Co-Zymase- x 
ecm Lésung | ecm CO,/Stde.| pro ecm menge 
0,05 1,9 38 a 
: 0,02 0,75 87,5 — aa 
0,1 2.6 26 
? 0,05 1,28 95,6 nail as 
0,2 2,0 10 iat 
3 1 0'9 7 1250 0,295 
0,5 1,6 8,2 
4 pe “i 25 380 0,281 
Mittel 0,281 
k = 0,262, D = 0,328, M = 458. 
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F. Durch zweimalige Bleifillung gereinigte Co-Zymaselésung. ') 


Apparat VI. 


h = 0,875 em. 


Temperatur 14°. 


t = 5,96 Tage. 




















Girungsgeschwindigkeit |} Anzahl Relative 
Schicht connie Co Co-Zymase- x 
eem Lésung ecem CO,/Stde. | pro cem menge 
0,1 | 8,85 88,5 me a 
1 0,05 | 2,25 45 6260 0,559 
0,2 | 4,1 20,5 wi 1 
299 Hy 
. 0,1 4,92 19,2 oie re 
, 0,4 | 2,0 5,0 was _— 
8 02 0°95 4’3 133 0,505 
1,0 0,6 0,6 - 
: 48 
4 0,5 0,35 0,7 " GAO 
Mittel 0,528 
k = 0,244, D=0,317, MM = 488. 


G. Mit Blei gereinigte Co-Zymaselésung. 
iat 5 y - 


Apparat Y. 


h = 0,525. 


Temperatur 15°. 


= 4,0 Tage. 


ACo = 3000. 








Anzahl] 


Girungsgeschwindigkeit Relative 
Schicht |— idetatenec ti atoiaiesircaaas Co Co-Zymase- a 
ecm Lésung | eem CO,/Stde.| pro cem menge 
0,1 1,83 18,3 A - 
. 0,05 0,85 17,0 itis aaa 
0,2 | 2,3 11,5 3 
. 0,1 | 1,0 10,0 ala 
0,4 | 1,98 4,95 : i 
8 0.2 0,88 4,40 1350 0,270 
1,0 | 1,38 1,38 - 
‘ 0,5 0,65, 1,30 = — 














Mittel 0,279 





) Euler u. Myrbiack, Diese Zs. Bd. 139, 8. 281 (1924). 
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H. Dieselbe Co-Zymaseliésung. 
Apparat VI. hk = 0,875 em. Temperatur 14°. ¢ = 6,94 Tage. 

















Girungsgeschwindigkeit Anzahl Relative 
Sehicht Co Co-Zymase- aw 
ccm Lésung | eem CO,/Stde.} pro cem menge 

0,1 2,1 21 

1 ae v1 29.5 6000 0,470 

‘ 0,2 | 2,48 10,9 

2 01 | 115 mi 3100 0,470 
0,4 1,15 2,9 

3 me | 0°53 2'6 770 0,480 
1,0 | 0,45 0,45 

. 0,5 0,28 0,46 _ aes 

















Mittel 0,465 
k = 0,238, D=0,310, M=510. 





I. Co-Zymaselésung. ACo = 13000. 

Die Lésung wurde in folgender Weise hergestellt: Ein- 
geengter Hefekochsaft wurde dialysiert und das Dialysat mit 
gesittigter Barytlésung von Phosphorséure usw. befreit. Dann 
wurde in saurer Lésung mit Bleiacetat vollstandig gefillt und 
das Filtrat mit Bleiacetat und Natronlauge versetzt. Der 
Niederschlag wurde mit Schwefelsiure zersetzt, und das Filtrat 
vom Bleisulfat mit Quecksilbernitrat ausgefallt. Der gewaschene 
Niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt, H,S mit 
Luft ausgeblasen und dann mit gesittigter wiBriger Pikrin- 
siure die schwerléslichen ,,inaktiven Pikrate ausgefillt*. Das 
mit Ather von Pikrinsiure befreite Filtrat wurde mit 5 °/,iger 
Schwefelsiure versetzt und mit Quecksilbersulfat gefallt. Der 
beinahe inaktive Niederschlag wurde verworfen und die Co- 
Zymase im Filtrat durch Quecksilbersulfat und Natronlauge 
gefallt. Aus dem Niederschlag, der trotz Waschen viel Natrium- 
sulfat zuriickhalt, wurde die Co-Zymase mit Schwefelwasser- 
stoff freigelegt. Die mit Luft von Schwefelwasserstoff befreite 
Lésung wurde untersucht.') Der oben angegebene ACo-Wert 





) Euler u. Myrbick, Sv. vet. Akad. Arkiv for kemi etc. Bd. 9, 
Nr. 37 (1927). 
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ist auf die stark aschenhaltige Substanz berechnet und ist also 
in Wahrheit viel héher (etwa 30000). 


Apparat IV. h = 0,535 em. Temperatur 14. ¢ = 4,71 Tage. 

















Girungsgeschwindigkeit Anzahl Relative 
I cs nin cceeeeneeaaiiel Co Co-Zymase- v 
cem Lésung | ccm CO,/Stde.| pro ccm menge 
0,02 2,7 135 ne 4 
. 0,04 51 127 7 tail 
0,04 3,9 98 ai = 
’ 0,08 6,8 85 7 
0,05 1,9 38 Pe 
3 01 15 115 1380 0,258 
4 0,2 3,0 15 485 0,249 

















Mittel 0,249 
k = 0,243, D= 0,316, M = 490. 





Es hat sich also gezeigt, da’ das durch Diffusionsversuche 
gefundene Molekulargewicht der Co-Zymase fiir Lésungen von 
sehr verschiedenen Reinheitsgraden konstant ist. Die unter- 
suchten Liésungen haben eine stark variierende Aciditait gehabt; 
Abhingigkeit des gefundenen Wertes des Molgewichtes von 
der Aciditit konnte aber nicht beobachtet werden. Die Parallel- 
versuche mit den Zuckern haben gezeigt, daB unsere Apparatur 
richtige Werte gibt und da8 die Formel anwendbar ist. Als 
Mittelwert von unseren Bestimmungen finden wir 


Molekulargewicht der Co-Zymase = 486 + 6. 














Uber die Hydrolyse von Blutfarbstoff durch Laugenwirkung. 
Von 
Heinrich Waelsch. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem deutschen Universitatlaboratorium fiir med, Chemie in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Mai 1927.) 


Wihrend die Si&urespaltung des Blutfarbstoffs schon bei 
geringem Siiuregrad zu einer glatten Abspaltung der prosthe- 
tischen Gruppe fihrt, erweist sich das Haimoglobinmolekiil 
gegen Laugenwirkung viel resistenter. So wird seit alters sogar 
eine 0,1°/, Sodalésung zur Lésung von Blutfarbstoff verwendet 
auf Grund der Erfahrung, daB seine optischen Konstanten da- 
durch nicht verindert werden. 

Bei Verwendung stiirkerer Laugen wird zwar die prosthe- 
tische Gruppe vom Globinkomplex abgespalten, doch herrschte 
seit wohl 60 Jahren die Vorstellung, da8B die prosthetische 
Gruppe unter der Laugenwirkung an der Luft verharzt (Hoppe- 
Seyler); spiiter machten sich auSerdem noch Bedenken geltend, 
daB der durch Laugenwirkung gewonnene Himatinkomplex 
gegeniiber dem mit Siuren dargestellten Haimatin eine Um- 
lagerung erfahren habe und kein einheitlicher Ké6rper sei 
(Gamgee). 

Als durch Donogany gezeigt worden war, daB aus dem 
mit Laugen bei Abwesenheit von Sauerstoff gespaltenen Blut- 
farbstoff auf Zusatz von Pyridin oder von manchen anderen 
Basen krystallisierte Himochromogenverbindungen zu gewinnen 
wiiren, begegneten die Versuche, durch die Laugenspaltung 
die prosthetische Gruppe des Blutfarbstoffs zu gewinnen, nicht 
mehr dem entschiedenen Miftrauen. Versuche aus unserem 
Laboratorium haben dann ergeben, da8 durch Laugenwirkung 
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(8°/, Lauge) bei LuftabschluB aus Oxyhimoglobin wie aus 
Kohlenoxydhimoglobin glatt Himochromogen gebildet wird, das 
mit Pyridin charakteristische Krystalle liefert und anscheinend 
auch bei langer Einwirkung dieser Reagenzien keine tiefere 
Verinderung erfihrt.')?) Trotz aller aufgewendeten Miihe ist 
es uns aber bisher nicht gelungen, gréBere Mengen von 
solchen Krystallen frei von den Spaltprodukten des Globins 
und analysenrein zu gewinnen, da sich bei Verarbeitung von 
gréBeren Mengen auch die dichten Jenenser Glasfilterplatten 
verschmieren und ein Zutritt von Sauerstoff eine entsprechende 
Lésung der feuchten Krystallmassen bewirkt. Doch wurde 
schon vor Jahren und seither jedesmal wieder konstatiert, daB 
zwischen dem so aus Blutfarbstoff und dem aus (Schalf.) 
Hiimin gewonnenen Pyridin-Himochromogen Unterschiede be- 
stehen.”) Es sei hier auch daran erinnert, daB bei der Laugen- 
spaltung von Blutfarbstoff unter Pyridinzusatz, je nach den 
Darstellungsbedingungen, verschiedene Krystallformen  ent- 
stehen.’) Diese Erfahrungen erhéhen das Interesse an dem 
Problem. 

Auf Wunsch von Prof. Zeynek habe ich es unternommen, 
die Laugenspaltung des Blutfarbstoffs unter Verwendung még- 
lichst geringer Laugenkonzentrationen zu studieren; das primiér 
gebildete Hiimochromogen sollte an der Luft bei Zimmer- 
temperatur zu Hiimatin oxydiert und unter schlieBlicher Ver- 
wendung der Elektrodialyse gereinigt werden. 

Den ersten sicheren Erfolg in dieser Richtung hat A. Hamsik 
aufzuweisen, dem es gelang, durch mehrstiindiges Kochen von 
Blut, dem reichlich Lauge zugesetzt war fetwa 13°/, Alkali- 
gehalt), ein spiiter als Oxyhimin bezeichnetes und charakteri- 
siertes prosthetisches Spaltprodukt zu isolieren.*) 

Da aber auch bei Verwendung von schwacher (etwa 2°/, 
Natronlauge das Himochromogenspektrum rasch und eindeutig 
auftritt, hofften wir durch diese mildere Behandlung neuartige 
Ergebnisse zu erhalten, die eventuell auch betreffend die Natur 
der Donoginyschen Krystalle aufkliirend sein konnten. 

Es hat sich nun durch die zu beschreibenden Versuche 
ergeben, daB tatsiichlich bei vorsichtiger Laugenspaltung des 
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Blutfarbstofis die prosthetische Gruppe in Verbindung mit 
Aminosiuren erhalten wird, das heiBt, daB bei der Hydrolyse 
des Blutfarbstoffs durch Lauge der Globinkomplex friher zer- 
legt als seine Bindung mit der prosthetischen Gruppe an- 
geeriffen wird. 


Darstellung. 


Zu den Versuchen wurde Rinderblut verwendet; das defi- 
brinierte Blut wurde, um das Absetzen der Blutkérperchen 
zu erleichtern, auf einen Gehalt von 3°/, Chlornatrium gebracht, 
und der durch Zentrifugieren erhaltene Blutkérperchenbrei 
an der Zentrifuge einmal mit 0,9°/, Chlornatriumlésung ge- 
waschen. 


Hierauf wurde Natronlauge und Wasser zugesetzt, so daB 
der Brei auf das urspriingliche Blutvolumen verdiinnt war und 
der Laugengehalt der Mischfliissigkeit 1,8°/, betrug. Die 
Mischung wurde in eine Flasche eingefiillt, in der sie nahezu 
bis zum Halse reichte, so daB nur ein geringfiigiger Luftraum 
iibrig blieb; dann wurde bei undicht verschlossener Flasche 
im Wasserbad auf eine Temperatur von 85° erwairmt. Nach 
einigen Stunden war die Fliissigkeit vollkommen klar ge- 
worden und zeigte ein typisches Himochromogenspektrum 
(557, 527 uw Mitte der Ausléschung’. 

Die Reaktion der Fliissigkeit wurde von Zeit zu Zeit an 
geringen entnommenen Proben mit Thymolphthalein gepriift. 
Ks zeigte sich, da8 zur Absittigung der entstandenen Sauren 
eine betriichtliche Menge von Lauge gebunden wurde. Dem- 
entsprechend wurde konzentriertere Lauge zugefiigt, so dab 
der Laugengehalt immer ungefiihr 1,5°/, betrug. Der Versuch 
ging ununterbrochen durch 10 Tage, nachdem einige Tage 
vorher keine weitere Bindung von Lauge zu konstatieren war. 
Der Gesamtlaugenbedarf entsprach 3,4°/, Natriumhydroxyd, 
also fast dem Doppelten der urspriinglich zugesetzten Menge. 

Nun wurde eine gréBere Probe entnommen, und die iibrige 
Fliissigkeit unter Stickstoff der weiteren Kinwirkung der héheren 
Temperatur ausgesetzt. Diese Probe wurde nach dem Ab- 
kiihlen mit Luft gesiittigt, hierauf mit verdiiunter Essigsiure 
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bis zur gegen Lackmus sauren Reaktion versetzt. Von der 
relativ wenig gefarbten Mutterlauge wurde abzentrifugiert, das 
Zentrifugat an der Zentrifuge wiederholt mit destilliertem 
Wasser gewaschen. Nun wurde der mit Wasser aufgeriihrte 
feine Himatinschlamm durch Elektrodialyse gereinigt. 


Die Dialyse wurde in Steinzeugelektrolysesauren (L.107 der deutschen 
Ton- und Steinzeugwerke Charlottenburg) zwischen Pergamentmembranen, 
bei einer Netzspannung von 220 Volt unter Verwendung von Gold- 
elektroden durchgefiihrt. Nachdem die Stromstirke auf einige Milli- 
amperes gesunken war, wurde noch 2 Stunden gegen destilliertes Wasser 
elektrodialysiert. 


Nach dem Absaugen des Wassers wurde der Himatin- 
schlamm mit Alkohol gewaschen, mit Ather extrahiert und im 
Vakuumtrockenschrank bei 50° getrocknet. Der Atherextrakt 
war farblos und sein Riickstand gering. 

Das so gewonnene Priparat ist ein schwarzes Pulver, das 
sich in Natronlauge langsam aber vollstiindig list, sich in Pyri- 
din beim Erwirmen und in Kisessig lést, in Alkohol, Ather, 
Chloroform unléslich ist. Durch Zusatz von Hydrazinhydrat 
zur waBrigen Laugenliésung entsteht typisches Hiamochromogen 
(Mitte der Ausléschung 556 wu, 527 uy). 

Sein Kisengehalt betrug 6,44°/,, sein Stickstoffgehalt 9,7 °/,. 
Da das Himatin von der Formel C,,H,,N,FeO, einen EKisen- 
gehalt wie einen Stickstoffgehalt von 8,83°/, hat, und da, wie 
wir uns wiederholt iiberzeugen konnten, keine Abspaltung des 
Kisens in Jonenform bei der beschriebenen Darstellungsart 
erfolgte (vgl. auch Bardachzi5), ergibt sich der RiickschluB, 
da8 hier gréBere Komplexe als im typischen Himatin vorliegen. 

Die iibrige Hydrolysenfliissigkeit wurde noch 2 Tage bei 
einer Temperatur von 85° belassen; das hierauf aus ihr ge- 
wonnene Himatin gab die fast gleichen Werte fiir Fe und N 
(6,44°/, Fe; 9,65°/, N), so daB anzunehmen war, das unter 
diesen Versuchsbedingungen die Laugenwirkung zu einem 
definierbaren Komplex gefihrt hatte. 


Zusammenfassung. 


Kine gréBere Menge des Priaparats wurde mit der 10fachen 
Menge 25°/, Schwefelsiure durch 12 Stunden im Paraffinbad 
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zum Kochen erhitzt. Wir wihlten diese radikale Hydrolyse 
der KiweiBchemie, um sicher zu gehen, obwohl wir feststellen 
konnten, da8 eine Spaltung schon bei milderer Behandlung 
eintritt. Beim Ausfillen der Schwefelsiure mit Barytwasser 
geht der Farbstoff quantitativ in den Bariumsulfatniederschlag. 


Das Bariumsulfat wurde dreimal mit Wasser ausgekocht, 
Filtrat und Waschwisser vereinigt und auf ein kleines Volumen 
eingedampft. Die Lésung gab eine positive Ninhydrinreaktion 
und eine sehr schwache Millonsche Reaktion; Phosphor- 
wolframsiiure bewirkte auch nach HCl-Zusatz keine Fallung. 
Der Stickstoffgehalt des Hydrolysats betrug, bezogen auf das 
urspriingliche Héimatinpriparat 3,31°/, N, wovon 0,99°/, 
Amino-N. Nachgewiesen wurden als Hauptbestandteile Prolin 
und Alanin. 


3,044 g Himatinpriiparat mit 30 cem 25°/,iger Schwefelsiure auf- 
geschlossen, gaben nach der Barytfillung im Filtrate 0,1008 g Gesamt-N, 
davon 0,030 g Amino-N. 

2,4 ¢ Hiimatinpriiparat, analog mit Schwefelsiiure gespalten, gab 
im Filtrat des Bariumsulfats nach dem Verfahren von Neuberg und 
Kerb®) nach abwechselndem Zusatz von Soda und Quecksilberacetat 
eine Fallung, die die eventuellen Aminosiuren enthalten muBte. Es 
wurde mit dem fiinffachen Volumen Weingeist versetzt, iiber Nacht 
stehen gelassen, der Niederschlag abgenutscht, mit 80°', Weingeist 
griindlich gewaschen und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat 
vom Schwefelquecksilber wurde im Vakuum eingedampft. 


Der Riickstand wurde viermal mit absolutem Alkohol extrahiert. 
Der in Alkohol lésliche Teil wurde in Wasser gelést; er gab mit 
frisch bereitetem Kupferhydroxyd gekocht eine blaue Lésung, deren 
Riickstand nach Eindampfen im Vakuum sich in absolutem Alkohol 
mit prachtvoll blauer Farbe léste. Aus dieser Lésung wurden durch 
Ather die von Fischer und Reif’) beschriebenen Krystalle des Prolin- 
kupfers erhalten. 


Analyse: Gef. Ber. 
Cu 22.06), 21,8/, 
N 9,4 9,6. 


Aus dem in Alkohol unléslichen Teil des Riickstands wurde 
das Kupfersalz in analoger Weise bereitet. 

Analyse: Cu 26,85°/,, N 11,4°/,; wéihrend sich fiir das Alanin- 
kupfer Cu 26,52 °/,, N 11,82°/, berechnen. 
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Demgegeniiber fassen wir die sehr schwache Millonsche 
Reaktion, die die Anwesenheit von Tyrosinspuren beweist, als 
von einer Verunreinigung herriihrend auf, da auch das Dar- 
stellungsverfahren eine geringe derartige Verunreinigung ver- 
stiindlich macht. 

Kine weitere Verunreinigung wurde durch den Nachweis 
geringer Mengen hoéherer Fettsiuren gefunden. Ihre Menge 
war zu gering, als daB mehr als Seifenbildung damit demon- 
striert werden konnte. 

Gegen die Vorstellung, daB eine sekundiire Anlagerung 
einer zweiten Substanz an einen kleinen eisenreicheren (pri- 
miiren) Hiimatinkomplex eintritt, sprechen Kisenwerte, die wir 
in einem friiheren Stadium der Hydrolyse erhalten haben, 
nimlich bei der Entnahme von Proben zur Bestimmung der 
Laugenbindung. Es wurden dabei wesentlich eiseniirmere Ver- 
bindungen aus der neutralisierten und elektrodialysierten Fliissig- 
keit gewonnen. 

Beispielsweise wurde nach 
4 tigiger Erwirmung eine himatinartige Substanz mit 4,3°/, Fe erhalten. 


6 9 ” 9 ” 9 9 5,31 ” ” 
10 


99 bb] %? 9? ”? 9° 6,44 99 99 


So glauben wir annehmen zu diirfen, daB ein primires 
Abbauprodukt des Blutfarbstoffs, das noch sein gesamtes Eisen 
enthilt, vorliegt. Wir méchten die Vorstellung als zulissig 
ansehen, daB durch die Lauge eine allmihliche Abspaltung 
von Teilen der Globinkomplex eintrete, etwa vergleichbar der 
Caseinspaltung unter Bildung von Pseudonucleinen, in welchen 
die Phosphorsiiure noch immer mit den Abbauprodukten des 
KiweiBkomplexes verbunden bleibt, bis sie endlich als freie 
Phosphorsiiure abgespalten wird. 

Wenn unsere Annahme richtig ist, daB in unserem Pri- 
parat die durch vorsichtige Laugenspaltung aus Blutfarbstoff 
gewonnene prosthetische Gruppe noch primiir mit Aminosaiuren 
(Prolin, Alanin) in Verbindung geblieben ist und nicht auf 
sekundirer Kondensation beruht, daB also nach unserem Ver- 
fahren die Spaltung des Globinkomplex friiher eintritt als die 
Abspaltung einer wohldefinierten Kisenverbindung, ergibt sich 
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die weitere wichtige Frage, ob der noch in Verbindung mit 
Aminosiuren gebliebene prosthetische Komplex tatsichlich 
sich gegen EKingriffe anders verhilt als das aus Himin ge- 
wonnene Hiimatin. 


Daf die in Verbindung mit dem Globin stehende prosthe- 
tische Gruppe sich vielfach anders verhilt als nach Abspaltung, 
ist geniigend bekannt; es darf hier z. B. auf die alten Be- 
obachtungen von Zeynek’) hingewiesen werden. In Fort- 
fiihrung dieser Studie ist an reichlichem Material die ein- 
gehende Untersuchung dieser Frage projektiert. 


Hier sei nur darauf hingewiesen, daB in bezug auf das 
colorimetrisch ermittelte Tinktionsvermégen sich unser Himatin- 
priparat nach Reduktion mit Hydrazinhydrat weder in wibrig- 
alkalischer noch in Pyridinlésung von Schalfejew-Himatin 
unterscheidet. Zur Erreichung der Analogie muB aber das 
Hamatin aus Schalfejew-Hiimatin vor dem eigentlichen Ver- 
such in Himochromogen verwandelt und an der Luft oxydiert 
werden, da auch unser Hiimatin aus dem Reduktionsprodukt, 
das bei der Zerkochung entstand, gewonnen wurde (vgl. auch 
(Gam gee). 


Uber die Ammoniakabspaltung bei Zerkochung des Blutfarb- 
stoffs mit Lauge. 


Die auffallende Erscheinung einer starken Ammoniak- 
entwicklung bei der Laugenbehandlung des Blutfarbstoffs in 
der Wirme veranlaBte folgenden quantitativen Versuch. 


10 ccm Oxyhiimoglobinlisung, die, wie spektrophotometrisch 
festgestellt wurde, 1,15 g Oxyhimoglobin enthielten, wurden 
mit 80 ccm 2°/,iger Lauge im Wasserbad in einem Kolben 
mit kurzem Hals, der einen Destillieraufsatz trug, hydrolysiert. 
In dem Destillieraufsatz waren anfangs 20 ccm, spiter 5 ccm 
n/10-Schwefelsiiure vorgelegt. Sie wurden nach je 4 Stunden 
entnommen und riicktitriert. Aus 24 Bestimmungen (ent- 
sprechend 96 stiindiger Beobachtung) ergab sich die folgende 
Kurve, die nach einem kurzen, relativ steilen Anstieg sich 
fast geradlinig fortsetzt. 
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AuBer Ammoniak wurden in geringer Menge Amine ab- 
gespalten. Die gefundenen Werte sind natiirlich Minimalwerte. 
Die wirkliche Desamidierung wird wohl noch gréBer sein, da 
nach dem verwendeten Verfahren vor allem im Anfang nicht 
das gesamte Ammoniak der Fiissigkeit entzogen wird. Im 
ganzen waren nach der Zeit von 96 Stunden 46,7 mg N, d.i. 
26,1°/, des Globinstickstofis abgespalten. 

Diese Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der 
,Weutschen Gesellschaft der Wissenschaften und Kiinste fir 
die T'schechoslovakische Republik“ ausgefiihrt, der hierfiir an 
dieser Stelle bestens gedankt sei. 
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Ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung 
der Oxalsiure im Harn. 
Von 
G. Meyer zu Hoérste. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus der Universitiits-Kinderklinik und dem Paysiologischen Institut Miinster i, W.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Mai 1927.) 


In Bd. 1438, S. 141 dieser Zeitschrift haben G. Klein und 
O. Werner ein Verfahren zum mikro- und histochemischen 
Nachweis von freier und gebundener Oxalsiure, sowie anderer 
organischer Siiuren mitgeteilt, das auf der Sublimation dieser 
Siiuren bei niederem Druck beruht. Sie haben auch einen 
quantitativen Ausbau ihres Verfahrens auf gravimetrischem 
Wege in Aussicht gestellt; doch ist bisher eine Verdffent- 
lichung dariiber meines Wissens nicht erschienen. Herr Prof. 
Dr. Hans Vogt veranlafte mich, das Verfahren fiir eine 
quantitative Bestimmung der Oxalsiiure im Harn auszuarbeiten. 
Nach zahlreichen Versuchen, die Sublimation der Oxalsiiure 
bei niederem Druck zu ihrer quantitativen Bestimmung zu 
benutzen, erwies sich das folgende Verfahren am zweck- 
miBigsten. 

Zu 200—400ccm Harn fiigt man 5—10ccm einer 10°/,igen 
Chlorcalciumlésung und versetzt mit Ammoniak bis zum Aus- 
fallen der Phosphate. Nun setzt man tropfenweise so lange 
Kssigsiure hinzu, bis die ausgefallenen Phosphate wieder in 
Liésung gehen und die Flissigkeit fast véllig klar erscheint. 
Man 1liBt den Ansatz entweder 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur oder etwa 6 Stunden bei gelinder Wirme stehen. 
Ich habe in den Ergebnissen keinen Unterschied gefunden, ob 
kalt oder warm gefillt wurde, so daB ein Ubergang yon Oxal- 
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siure in Oxalursiiure oder umgekehrt hierbei nicht zu be. 
firchten ist. F allt man warm, so hat man den Vorteil, daf 
die Menge der Fliissigkeit sich durch Eindampfen etwa auf 
die Hilfte vermindert, doch mischen sich dabei dem Nieder- 
schlage leicht, besonders wenn man zu stark erhitzt, Phosphate 
und organische Stoffe in gréBerer Menge bei, die das nach- 
folgende Sublimieren erschweren. Der Niederschlag wird jetzt 
von der Fliissigkeit durch Zentrifugieren getrennt. Die Gliser 
der mir zur Verfiigung stehenden elektrischen Zentrifuge 
(3000—5000 Umdrehungen in der Minute) faBten nur etwa 
40 ccm; es war daher noétig, den Ansatz in einzelnen Teilen 
nacheinander zu zentrifugieren und jedesmal die iiber dem 
Niederschlag stehende klare Fliissigkeit bis auf 1—2 ccm zu 
entfernen. Zum SchluB wurde natiirlich der Niederschlag des 
Ansatzes quantitativ in das Zentrifugenglas gebracht; man 
braucht hierzu so viel Wasser, daf ein weiteres Waschen des 
Niederschlags sich eriibrigt. Unmittelbar aus dem Zentri- 
fugenglase wird nunmehr die Oxalsiiure des Niederschlages 
mit Schwefelsiiure in Freiheit gesetzt und durch Sublimation 
bei niederem Druck in reinem Zustand gewonnen. Man gibt 
in das Zentrifugenglas 3—4 ccm Normalschwefelsiure, wobei 
man diese rings herum an der Wand des Glases hinabflieBen 
laBt, um auch etwa an der Wand sitzende Teile des Nieder- 
schlages damit zu befeuchten, und verbindet das Zentrifugen- 
glas a mit dem eingeschliffenen Aufsatz d (vgl. Figur). Mit 
dem aus dem Aufsatz herausfiihrenden Rohre c ist durch den 
Schliff d das zweimal winklig abgebogene Rohr e verbunden, 
dessen absteigender Schenkel mit einem Kihler f versehen 
ist und in die Vorlage g miindet. Aus der Vorlage fihrt das 
Rohr A zu einer Wasserstrahlluftpumpe. Das Zentrifugenglas 
mit dem Aufsatz wird in ein Wasserbad 7 versenkt, so daB 
der Spiegel des Wassers sich oberhalb des Schliffes d befindet. 
Die beiden Schliffe werden durch iibergezogene Gummischliuche 
gedichtet. Das Wasserbad wird auf etwa 70° erwirmt, der 
Hahn & vollig geschlossen und durch die Pumpe mit Hilfe 
eines Nebenschlusses der Druck nur soweit erniedrigt, daB die 
Fliissigkeit im Zentrifugenglas eben anfingt zu sieden. Das 
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Kondenswasser sammelt sich in der Vorlage g an. Wenn die 
Fliissigkeit in dem Zentrifugenglase fast véllig verdampft ist, 
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bringt man das Wasserbad zum Sieden, schlieBt den Neben- 
schluB und dffnet den Hahn & so weit, daB ein Luftstrom 





Ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Oxalsiiureim Harn. 199 


durch den Apparat geht, der den Druck bei 15—20 mm Hg 
halt. Die durch die Schwefelsiure in Freiheit gesetzte Oxal- 
siure sublimiert in das Rohr e und setzt sich in dem Ab- 
schnitt vor dem Kihler in Gestalt eines weiBen Beschlages ab. 
In 15 Minuten ist die Sublimation beendet. Um sicher zu 
gehen, kann man durch den Trichter 7 noch 3 ccm _ heifer 
Normalschwefelsiiure in das Zentrifugenglas geben und eine 
zweite Sublimation anschlieBen; doch erwies sich mir dies nur 
dann als nétig, wenn dem Niederschlage gréBere Mengen von 
Phosphaten und organischen Bestandteilen beigemengt waren, 
wie dies beim Fallen des Harns in der Wiarme hiufig zu ge- 
schehen pflegt. Man nimmt nun den Apparat aus dem Wasser- 
bade heraus, hebt das Rohr e in dem Schliff d von dem Auf- 
satze des Zentrifugenglases ab und spiilt die sublimierte Oxal- 
siure mit heibem Wasser zu dem Kondenswasser in der Vorlage 4. 
Die Menge der Oxalsiiure wird jetzt in der iiblichen Weise 
durch Titration mit n/40-Kaliumpermanganatlésung bestimmt. 

Durch das Zentrifugieren vermeidet man bei diesem Ver- 
fahren das lastige Filtrieren gréBerer Harnmengen, das regel- 
miBig zum Verstopfen der Filter fihrt, durch das Sublimieren 
das Ausschiitteln der Oxalsiiure, wie es bei den bisher iiblichen 
Verfahren nétig war. 

Die Brauchbarkeit des Verfahrens beweisen die folgenden 
Analysen. 

1. Kine gemessene Menge n/10-Normaloxalsiure wurde in 
das Zentrifugenglas gegeben und ohne weiteres sublimiert. 
Mittlerer Verlust: 0,09 mg. 

Tabelle 1. 











a b c 
Menge Gefunden Verlust 
mg mg mg 
4,5 4,48 0,02 
9 8,82 0,18 
4,5 4,38 0,12 
4,5 4,46 0,04 
4.5 4,38 0,12 


Mittel 0,09 © 
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2. Kine gemessene Menge n/10-Normaloxalsiure wurde in 
das Zentrifugenglas gegeben, mit Chlorcalciumlisung ausgef allt 
und unter Zusatz von Schwefelsiiure sublimiert. Mittlerer Ver- 
lust: 0,14 mg. 





Tabelle 2. 











a b e 
Menge Gefunden Verlust 
mg mg mg 
9 8,77 0,23 
9 8,94 0,06 
4,5 4,37 0,13 
4,9 4,38 0,1° 


Mittel 0,14 
3. In 200 com Harn wurde nach dem beschriebenen Ver- 
fahren die Oxalsiiure bestimmt, darauf zu 200 ccm desselben 
Harns eine gemessene Menge n/10-Normaloxalsiure zugefiigt 
und der gesamte Oxalsiiuregehalt in gleicher Weise bestimmt. 
Mittlerer Verlust: 0,19 mg. 


Tabelle 3. 

















a b ¢ d e 
Gefunden in : Summe 
ith ian aan Zusatz nd Gefunden Verlust 
mg mg mg mg mg 
3,5 4,5 8 7,8 0,2 | 
3,6 4,5 8,1 7,8 0,3 | 
2,13 4,5 6,63 6,41 0,22 | 
2,18 2,25 4,38 4,18 0,25 
2.58 45 7,08 6,97 0,11 
2,98 6,75 9,33 9,02 0,31 
3,8 4.5 8,38 8.27 0,06 
2,14 4,5 6,64 6,47 0,17 
0,95 4,5 0,45 0,4 0,05 


Mittel 0,19 


Bei der Bestimmung im Harn wiirde also an dem ge- 
fundenen Resultat eine Korrektur von +0,2 mg Oxalsiure 
anzubringen sein, 

















Weiterer Beitrag zur Struktur der Proteine. 
Von 
Emil Abderhalden und Waldemar Kroner. 


Mit 6 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, Mai 1927.) 


Vor kurzem haben Percy Brigl und Robert Held?) 
darauf hingewiesen, daB die Vorstellung, wonach in den Ei- 
weibstoffen die Aminosiiuren ausschlieBlich nach Art der Poly- 
peptide siureamidartig untereinander verbunden sein sollen, 
nicht im Einklang mit der elementaren Zusammensetzung der 
Proteine zu bringen sei. Es ist insbesondere das Verhiltnis 
von O:N, das zur Annahme weiterer Strukturméglichkeiten 
zwingt. Auch die von uns vertretene Annahme, wonach neben 
Polypeptidketten Anhydridringe nach Art der 2,5-Dioxo-piper- 
azine bzw. von tautomeren Formen von solchen, etwa von der 
Art, wie sie von Max Bergmann und seinen Schiilern, von 
Karrer und auch von uns (Enolform) dargestellt worden sind, 
in je nach der Proteinart verschiedener Menge vorhanden sein 
sollen, befriedigt insofern nicht ganz, als das in den Proteinen 
vorhandene Verhialtnis von O:N keine ausreichende Erklirung 
findet. Schon Emil Fischer hat auf die grofbe Bedeutung 
der Oxy-aminosiuren aufmerksam gemacht. Es sei an die 
a«-Amino-f-oxypropionsiure (Serin), an die «-Amino-/, p-oxy- 
phenylpropionsiiure (Tyrosin), an das Oxyprolin, die Oxyglut- 
aminsiiure erinnert, und ferner darauf hingewiesen, dab manche 
Beobachtungen, die sich vorliufig nicht klar genug tibersehen 
lassen, dafiir sprechen, dab im EiweiB weitere Oxyverbindungen 





1) Diese Zs. Bd. 152, S. 230 (1926). 
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vorkommen. JBesonders konnte aus Casein wiederholt eine 
Verbindung von der Zusammensetzung eines Oxy-tryptophans 
gewonnen werden, jedoch nicht regelmifBig, so daB gewisse 
Zweifel entstanden sind, ob nicht ein Gemenge von Tyrosin 
und Tryptophan vorlag. Es sei ferner an die Isolierung einer ' 
Aminosiure aus Casein durch Emil Fischer und Emil | 
Abderhalden erinnert, die als eine Diaminotrioxy-dodekan- 
siiure angesprochen worden ist. Daneben lieBen sich weitere 
sauerstoffreiche Verbindungen isolieren, die Homologe der ge- 
nannten Aminosiiure zu sein schienen, jedoch gelang ihre Rein- 
darstellung bei Wiederholung der Hydrolyse von Casein unter 
genau den gleichen Bedingungen nicht immer. Ks bleibt die 
Moglichkeit, daB die Bildung der erwihnten Verbindungen von 
gewissen, einstweilen nicht faBbaren Bedingungen abhingt, oder 
aber es liegen Gemische vor. Auf keinem Gebiet sind so 
leicht Ta’uschungen méglich, wie beim Versuche, ein Gemisch 
von Abbaustoffen aus Ejiweif vollstiindig aufzuarbeiten! Es 
ist deshalb bei der Annahme neuer EiweiBbausteine gréBte 
Vorsicht geboten. Immerhin darf zum Ausdruck gebracht 
werden, daB Oxyaminosiuren einen bedeutsamen Anteil am 
Aufbau von Proteinen haben, und die Méglichkeit gegeben 
ist, daB die Oxygruppen in irgendeiner Form, worauf auch 
Brigl und Held aufmerksam machen, Polypeptidketten und 
auch Anhydridringe miteinander in Beziehung setzen. 

Brigl und Held haben als eine weitere Strukturmdéglich- 
keit die Verkniipfung von Aminosiuren bzw. Polypeptiden 
durch Kohlensiiure in Betracht gezogen, und zwar in Form 
der Ureidbindung. Sie haben als Modell den Carbonyl- 
bis-(glycyl-glycinester) und die dazu gehérige freie Siure 
dargestellt und mit diesen Verbindungen Reaktionen durch- 
gefiihrt, um zu priifen, ob ein gleiches Verhalten feststellbar 
ist, wie bei Verwendung von Eiwei8 als Ausgangsmaterial. 
Verwendet wurden auf Grund der Erfahrungen von Brigl 
und Klenk?) geschmolzenes Phthalsiiureanhydrid und auf 
Grund der Beobachtungen von Stephan Goldschmidt und 


') P. Brigl u. E. Klenk, Diese Zs. Bd. 131, 8. 66 (1923). 
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Steigerwald!) Hypobromit und endlich Pepsin. Wir haben 
zunichst die Versuche von Brigl und Held wiederholt und 
kénnen die folgenden Befunde bestiitigen: 1. die Spaltung des 
Carbonyl-bis-(glycyl-glycinesters) mit geschmolzenem Phthal- 
siureanhydrid liefert den Phthalyl - glycyl - glycin-ithylester; 
2. die Reaktion des Carbonyl-bis-(glycyl-glycins) mit Hypobromit 
verlauft bei 0° in der von den genannten Autoren geschilderten 
Weise, d.h. es erfolgt eme energische Einwirkung; 3. Trypsin 
spaltet Carbonyl-bis-(glycyl-glycin) nicht. 

Die Beobachtung, wonach Carbonyl-bis-(glycyl-glycin) von 
Fermenten nicht angegriffen wird, die Eiwei8 und Pepton in 
ihre Bausteine zu zerlegen vermégen, spricht nicht zugunsten 
des Vorkommens der Ureidbindung im EiweiB8. Es lassen sich 
jedoch zwei Einwiinde gegen diese SchluBfolgerung vorbringen. 
Kinmal kénnte in den durch proteolytische Fermente zerleg- 
baren Proteinen die Gruppierung Glycyl-glycin fehlen. Ferner 
besteht die Méglichkeit, daB hohe Molekularkomplexe sich Fer- 
menten gegeniiber anders verhalten als einfachere Verbindungen. 
Ks muB immer wieder hervorgehoben werden, daB es ohne 
Zweifel eine Bedeutung haben mub, dafi Pepsin und Trypsin 
auf das Eiweif verschieden wirken, und endlich Erepsin wohl 
Polypeptide spaltet, jedoch nicht Eiweib zerlegt. 

Wir haben uns die Frage vorgelegt, wie andere Carbonyl- 
bis-(dipeptide) sich Fermenten gegeniiber verhalten, und zwar 
haben wir das Carbonyl-bis-(glycyl-l-leucin) dargestellt. 
Es sei gleich vorweg genommen, dai eine Kinwirkung von 
Trypsin auf das erwihnte Ureid nicht stattfand. Wir haben 
ferner den Verlauf der Einwirkung von Hypobromit studiert. 
Zur Erweiterung unserer Kenntnisse dehnten wir die Versuche 
auf Dipeptide der folgenden Art aus: d,l-Leucyl-glycin, 
Glycyl-l-leucin, d,l-Leucyl-d,l-leucin. 

Zuniachst sei hervorgehoben, daB die Wasserstoffionen- 
konzentration (p,,) fiir eine 0,05 n-Lésung des Carbonyl-bis- 
(glycyl-glycins) gleich 2,63 betrigt. Eine so stark saure Ver- 


") St. Goldschmidt u. Steigerwald, Chem. Ber. Bd. 58, 1346 
(1925). | 
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bindung ist bisher beim Abbau von Proteinen nicht beachtet 
worden. So betrigt z. B. (p,) einer 0,106 n-Lisung der Glut- 
aminsiure nur 3,54. Wir haben ferner das Absorptions- 
vermégen der genannten Verbindungen fiir ultraviolettes Licht 
festgestellt'), um einen Vergleich zu aus KiweiB erhaltenen 
Abbaustufen in Hinden zu haben (vgl. Figg. 1 und 2). SchlieBlich 
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haben wir uns noch bemiiht, wie aus dem experimentellen Teil 
hervorgeht, die bei der Hypobromiteinwirkung aus den einzelnen 
verwendeten Verbindungen hervorgehenden Produkte zu_iso- 
lieren und zu identifizieren, um einen Kinblick in den Verlauf 
der Reaktion zu erhalten. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des Glycyl-l-leucin-athylester-hydrochlorids. 


2,5 g Glycyl-l-leucin”) wurden bis zur Lésung, die rasch 
erfolgt, mit 20 ccm salzsauren Athylalkohols tibergossen. Es 
wurde dann am RiickfluBkiihler gekocht, sofort in Eiswasser 


') Wir verdanken die Aufnahme der Absorptionskurven Herrn 
Dr. Richard Haas. 

*) Emil Fischer u. Joseph Steingroever, Liebigs Ann. der 
Chem. Bd. 365, S. 167 (1909). 
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abgekiihlt und das Gemisch 24 Stunden im Eisschrank auf- 
bewahrt. In dieser Zeit scheidet sich das Hydrochlorid des 
Esters fast vollstindig als breiige Krystallmasse ab. Krystalli- 
sation aus wenig heiBem Alkohol in strabligen Biischeln. 
Schmelzp. 161—162°. Ausbeute an salzsaurem Glycyl-l-leucin- 
ithylester 2,5 g = etwa 75°/, d. Th. Zur Analyse wurde bei 
110° im Vakuum getrocknet. 

0,0696 g Substanz verbrauchten (nach Kjeldahl) 5,50 cem n/10-HCL. 

11,000 mg Substanz gaben 6,310 mg AgCl. 

Fiir C,,H,,0,N,Cl (252,70) Ber. N 11,08 °/, Cl 14,04 %, 
Gef. ,, 11,07 14,19 


Darstellung des Carbonyl-bis-(glycyl-l-leucin-athylesters). 


3g des salzsauren Glycyl-l-leucin-iithylesters wurden in 
3cem Wasser gelést. Die Lésung wurde stark gekihlt. Es 
wurden dann 2 ccm 6n-Natronlauge zugefiigt. Jetzt wurde in 
der iiblichen Weise mit 10 ccm einer Lésung von Phosgen in 
Toluol?), die 15 g COCI, in 100 ccm Lisungsmittel enthielt, 
und 8 ccm 6 n-Natronlauge gekuppelt. Das Kupplungsprodukt 
ging vollstiindig ins Toluol hinein. Dieses wurde abgehoben 
und im Vakuum unter éfterem Zufiigen von Alkohol bei 40° 
verdampft. Der Riickstand wurde nochmals in Ather auf- 
genommen und wiederholt zur Entfernung des sehr hartnackig 
anhaftenden Natriumchlorids mit kaltem Wasser gewaschen. 
Nach dem Trocknen und Verdunsten des Athers blieb ein fast 
wasserklares, dickes Ol zuriick, das nur in einem Falle nach 
14tigigem Stehen im Vakuumexsiccator zu einem dicken 
Krystallbrei erstarrte, der von dem klebrigen Sirup nicht zu 
trennen war. Die Ausbeute an Carbonyl-bis-(glycyl-l-leucin- 
athylester) betrug 2 g = 74°/, d. Th. Die Verbindung ist lis- 
lich in Alkohol, Methylalkohol, Essigester, Chloroform, Ather 
und Toluol. Eine Probe des Oles wurde im Schwefelsiure- 
bade erhitzt und zeigte bei 190° starke Gelbfirbung, wihrend 
es sich zwischen 270° und 290° véllig unter Gasentwicklung 


') Emil Fischer, Chem. Ber. Bd. 85, S. 1095 (1902). Unters. I. 297. 
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zersetzte. Zur Analyse wurde im Vakuumexsiccator, sodann 
noch kurze Zeit bei 110° im Vakuum getrocknet. 
4,470 mg Substanz gaben 3,550 mg H,O und 9,010 mg CQ,. 
0,0710 g ro verbrauchten (nach Kjeldah]) 6,02 cem n/10-HCl. 
9,170 mg m gaben 9,580 mg AgJ. 
Fiir C,,H,,0,N, (458,45) 
Ber. C 55,00°/, H 8,35°/, N 12,22°/, C,H;O0 19,65°/, 
Gef. ,, 54,99 ,, 8,88 ,, 11,88 » 20,04 
Uber das Absorptionsvermiégen des Kérpers im ultravio- 
letten Teil des Spektrums vgl. Fig. 2. 
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Darstellung des Carbonyl-bis-(glycyl-l-leucins). 


1 g des oben beschriebenen Esters wurde in wenig Alkohol 
gelést und mit 5 ccm n-Natronlauge bis zum Verschwinden 
der alkalischen Reaktion — etwa 1 Stunde — am Riickflub- 
kiithler gekocht. Nach dem Ansauern mit 1 ccm 5 n-Salzsiure 
fiel ein hellgelbes, dickes Ol aus, das sich in Ather als 
schwerer léslich erwies als der Ester. Die nach dem Ver- 
dampfen der getrockneten itherischen Lésung verbleibende 
Siure konnte in einem Falle krystallinisch erhalten werden. 
Ausbeute 0,7 g = 76°/, d. Th. Schmelzpunkt unscharf bei 
135°. Geschmack bitter und sauer. Ninhydrinreaktion negativ, 
Dinitrobenzoesiiurereaktion positiv. Zur Analyse wurde im 
Vakuum bei 78° getrocknet. 
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0,0424 ¢ Substanz verbrauchten (nach Kjeldahl) 4,10 eem n/10-HCl. 
Fiir C,,H,,0,N, (402,37) Ber. N 13,93°/, Gef. N 13,55°/). 


Man kann diese Carbonylverbindung auch durch direkte 
Kuppelung von Glycyl-l-leucin mit Phosgen erhalten: 2,5 g 
Glycyl-l-leucin wurden in alkalischer Lisung mit einem grofben 
UberschuB der oben angegebenen Phosgenlésung in Toluol in 
der iiblichen Weise gekuppelt. Die Hauptmenge des Reak- 
tionsproduktes fillt beim Ansiiuren als dickes Ol aus, der Rest 
kann aus der im Vakuum zur Trockne verdampften Mutter- 
lauge durch Extraktion mit miBig warmem Alkohol gewonnen 
werden. Das Produkt wird in iitherischer Loésung mit kaltem 
Wasser gewaschen. Nach dem Verdampfen des Athers und 
und lingerem Erwirmen des Riickstandes im Vakuum auf 
60—70° hinterbleibt ein vdéllig trockenes, weibes, amorphes 
Pulver, das sich in jeder Hinsicht mit der durch Verseifung 
des Esters gewonnenen Verbindung identisch erwies. 

0,0783 g Substanz verbrauchten (nach Kjeldahl) 7,76 eem n/10-HCI. 

Fir C,,H,,0,N, (402,37) Ber. N 13,93°/, Gef. N 13,88°/, 


Das Carbonyl-bis-(glycyl-l-leucin) ist ebenfalls eine starke 
Siure. Man kann es in alkoholischer Lésung mit n/10-Natron- 
lauge und Phenolphthalein als Indicator sehr gut titrieren. 

0,2378 g Substanz verbrauchten 11,53 eem n/10-NaOH. 


0,2479 g . . 12,04 eem n/10-NaOH. 
Daraus ergibt sich das Aquivalentgewicht zu 

206,2 

205,9 


Fiir C,,H,,0,N, Ber. 201,2 
Die Wasserstoffionenkonzentration wurde zu p,, = 2,68 in 


0,02 n-Lisung bestimmt. — Uber das Absorptionsvermiégen 
fir ultraviolettes Licht vgl. Fig. 2. 


Spaltung mit Phthalsaureanhydrid. 


0,3 g Carbonyl-bis-(glycyl-l-leucinithylester) wurden in ge- 
schmolzenes Phthalsiureanhydrid bei 165° portionsweise ein- 
getragen. Bei 170° machte sich Kohlensiéureentwicklung be- 
merkbar, der bald Braunfirbung folgte. Aus dem Reaktions- 
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gemisch konnte eine krystallisierte Verbindung bisher nicht 
isoliert werden. 
Fermentversuch. 

0,5 g des Carbonyl-bis-(glycyl-l-leucinester) wurden mit 
etwa 1°/,iger Sodalésung und einer Messerspitze Pankreatins 
(Merck) versetzt. Nach 3tigigem Stehen im Brutraum konnte 
eine EKinwirkung der Fermente nicht nachgewiesen werden, 
wihrend die zur Kontrolle angesetzte Seidenpeptonlésung in 
dieser Zeit gespalten wurde, 


Die Hypobromitreaktion. 


Kine Reihe von Arbeiten befassen sich mit der Ein- 
wirkung von Hypobromit bzw. Hypochlorit auf Harnstoff}), 
Aminosiiuren”), Ketopiperazine und Proteine.*)*)5) Bei den 
Polypeptiden ist nur fiir das Glycyl-glycin*) Genaueres mit- 
geteilt worden. Acylierte Aminosiiuren, wie z. B. Hippursiure, 
werden nach den Mitteilungen von Goldschmidt und Steiger- 
wald*) nicht angegriffen, Fiir die Carbonylverbindungen gilt 
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*) Maewell Bruce Donald, Journ. Chem. Soc. London Bd. 127, 
S. 2255 (1925); Chem. Zbl. 1926, I. 1, 891. 

2) Langheld, Chem. Ber. Bd. 42 (2), S. 2360 (1909). 

*) Goldschmidt u. Steigerwald, Chem. Ber. Bd. 58 (2), 8.1346 (1925). 

‘) Shoyo Sakaguchi, Journ. Biochemistry Bd. 5, S. 143 (1925); 
Chem. Zbl. 1926, I. 1, 1420. 

°) Norman Charles Whrigt, Biochem. Jl. Bd. 26, S. 524 (1926); 
Chem. Zbl. 1926, II 2, S. 1952. 
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dies nach Brigl und Held!) jedoch nicht. Dies konnten wir 
fiir das Carbonyl-bis-(glycyl-l-leucin) bestitigen (vgl. Fig. 3). 
In einer neueren Arbeit hat Goldschmidt?) — die Versuche 
sind uns bekannt geworden, als die unsrigen nahezu beendet 
waren — versucht, die Ausnahmestellung der Carbonylverbin- 
dungen durch die Annahme zu erkliren, daB dem Hypobromit- 
abbau eine Hydrolyse des Kérpers durch das zugesetzte Alkali 
vorangehe. Er verweist auf eine demniichst erscheinende 
Arbeit, in der er den Nachweis erbringen will, daB Proteine und 
Polypeptide mit steigender Alkalikonzentration langsamer Hy- 
pobromit verbrauchen. 
Fiir das Casein 3) konn- ee = 
ten wir das bestiitigen, | | 
jedoch nicht fiir das Gly- 
cyl-l-leucin (vgl. Fig. 4). 
Wir haben die Hypo- 




















e e 4 * a | Z , 
bromitreaktion auch an Lol’ | 
Polypeptiden  studiert, 
die nicht ausschlieBlich I — 
Glykokoll als Kompo- ite 
nente enthalten. 

a) Zeitlicher Verlauf. 
d,l-Leuecyl-glycin. 

0,2031 g Dipeptid, 50 eem Wasser, 50 ccm n/5-Hypobromit. 

Berechnet fiir 0,1 g 1 Mol 5,31 cem n/10-Bromlauge 
2 Mol 10,62 eem n/10-Bromlauge 
3 Mol 15,93 cem n/10-Bromlauge. 

Zeit Verbrauchte ecem n/10- Zeit Verbrauchte ecm n/10- 
. Hypobromit fiir 0,1 g Hypobromit fiir 0,1 g 
30” 1,6 14’ 30” 12,3 

— 1,6 19’ 30” 12.7 

2’ 30” 5,1 24° 30” 13,9 

4’ 30” 10,5 29’ 30” 14,1 

9° 30” 11,7 34° 30” 15,3 














) aa. O. 

*) Goldschmidt, Diese Zs. Bd. 165, S. 149 (1927). 

*) Vgl. auch Chem. Ber. Bd. 58 (2), S. 1346 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVIII. 14 





(Vel. Fig. 5.) 
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Glyecyl-l-leucin. 


0,2014 g Dipeptid, 50 eem Wasser, 50 cem Bromlauge n/5. 


Berechnet fiir 0,1 g 1 Mol 5,31 cem n/10-Bromlauge 


2 Mol 10,62 cem n/10-Bromlauge. 








Zeit 


15” 

1’ 15” 
5’ 15” 
10’ 15” 
15° 15” 


0,2224 g Substanz, 40 cem Wasser, 10 ecm n/1-Natronlauge, 60 ecm 





a 
Verbrauchte cem n/10- | 


Bromlauge fir 0,1 g 








Zeit 


20°15” 
25’ 15” 
30° 15” 
35’ 15” 


(Vgl. Fig. 4.) 


Verbrauchte cem n/10- 
Bromlauge fiir 0,1 g 








9,12 
9,12 
9,24 
9,37 
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Glycyl-l-leucin. 


n/5-Hypobromitlésung. 








Zeit 


30” 

2’ 30” 
4’ 30” 
T 30” 
12’ 30” 
17’ 30” 





Verbrauchte ecm n/10- 








Zeit 


22’ 30” 
27° 80” 
32’ 30” 
37’ 30” 
42’ 30” 


(Vgl. Fig. 4.) 








Verbrauchte cem n/10- 
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d,l-Leucyl-d,l-leucein. 
0,2033 g lufttrocknes Dipeptid, 40cem Wasser, 60 ecm n/5-Bromlauge, 
Berechnet fiir 0,1 g 1 Mol 3,7 cem n/10-Bromlauge 
2 Mol 7,4 cem n/10-Bromlauge 
3 Mol 11,1 eem n/10-Bromlauge. 








Zeit Verbrauchte ecin n/10- Zeit Verbrauchte cem n/10- 
Bromlauge fiir 0,1 g Bromlauge fiir 0,1 g 
30” 1,9 17’ 30” 7,2 
1’ 30” 3,5 22’ 30” 7,1 
4’ 30” 5,7 27’ 30” 8,0 
V 30” 6,4 87’ 30” 8.0 
12’ 30” 7,0 














(Vgl. Fig. 6.) 
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Fig. 6. 


An diesen Beispielen wird der rasche Verbrauch von 
2 Mol Hypobromit bestiitigt. Die Reaktion kommt auch dann 
nicht vollig zum Stillstand. Das Leucyl-glycin verbraucht 
mehr Bromlauge als das Glycyl-leucin, was auf Freiwerden 
von Glykokoll beruhen kénnte (vgl. unten). Im Faile des 
Glycyl-leucins wirkt das Alkali beschleunigend auf die Reaktion. 
Kine wesentliche Hydrolyse bei diesen Konzentrationen kommt 
wohl nicht in Frage. 


b) Praiparative Versuche. 


Weiterhin haben wir versucht, die nach Kinwirkung von 
2 Mol Hypobromit auf die genannten Dipeptide entstehenden 
Spaltprodukte zu isolieren. Dabei treten analoge Produkte 
auf, wie sie Abderhalden und Mitarbeiter') bei der Oxy- 


1) Abderhalden, Klarmann u. Komm, Diese Zs, Bd. 140, 
S. 92 (1925). 
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dation von Polypeptiden mit Permanganat erhielten. Oxamid 
haben wir jedoch bisher nicht isolieren kénnen, ebensowenig, 
wie Bromkérper. Doch entstehen neben den im folgenden 
beschriebenen Verbindungen noch eine Reihe von anderen 
Spaltstiicken, die wir ihrer geringen Menge wegen nicht fassen 
konnten., 


d,1-Leucyl-glycin. 

2 g Dipeptid wurden in 40 ccm Wasser gelést, mit 4,5 ccm 
n-Natronlauge versetzt und auf —2° gekiihlt. Sodann wurden 
107 ccm n/5-Bromlauge von 0° hinzugefigt. Fast unmittelbar 
nach dem Zusammengiefen der Lésungen tritt ein mandel- 
artiger Geruch auf. Das Gemisch wurde mehrere Stunden in 
der Kilte belassen und dann rasch mit Wasserdampf destilliert. 
Auf dem Destillat schwamm ein wasserklares Ol, von bitter- 
mandelartigem, nicht unangenehmen Geruch. Es wurde aus- 
geiithert, die itherische Lésung getrocknet und verdampft. Der 
Riickstand siedete unzersetzt bei 126°. Ausbeute an reinem 
Ol 0,4 g. Zur Analyse wurde im Bombenrohr 36 Stunden auf 
280° mit rauchender Schwefelsiure erhitzt, sodann noch bis 
zur vOlligen Klairung im Kjeldahlkolben: 

0,0522 g Substanz verbrauchten 6,16 ecm n/10-HCl. 

Gef. N 16,53%,. 

Auf Grund dieser Daten haben wir auf die Anwesenheit 
von Isovaleronitril geschlossen. JBerechnet fiir O,H,N 
16,86°/, N. Der Unterschied im Analysenwerte erklart sich 
aus der Leichtfliichtigkeit der Verbindung. Verseifung mit 
Siiuren und Alkalien lieferte Isovaleriansiure. Der Riick- 
stand der Wasserdampfdestillation gab starke Nesslersche 
Reaktion. Er wurde schwach sauer gemacht. Der itherische 
Kxtrakt dieser Lésung lieB nach dem Verdampfen Spuren von 
Fettsiure zuriick. Die Lésung selbst wurde im Vakuum ver- 
dampft. Der Riickstand war klebrig, gab starke Ninhydrin-, 
aber auch Anhydridreaktionen. Er wurde mehrmals mit wenigen 
Kubikzentimeter alkoholischer Salzsiiure ausgezogen. Die ver- 
einigten Ausziige setzten nach 24stiindigem Stehen im His- 
schrank Krystalle ab. Das Produkt zeigte nach dem Um- 
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krystallisieren aus Alkohol einen Schmelzpunkt von 145—146°. 
Ausbeute 0,2 g. 
0,0405 g Substanz verbrauchten (nach Kjeldahl) 2,9 cem n/10-HCl. 
Gef. N 10,03°/,. 
Fir Glykokollesterhydrochlorid C,H,,O,NCl (139,57) be- 
rechnet 10,04°/, N. Bei den iibrigen Kérpern liegen die Ver- 
hiltnisse nicht so tbersichtlich. 


Glycyl-1l-leucin. 


r 


2 g Dipeptid wurden in 40 ccm Wasser und 4,5 cem 
n/1-Natronlauge gelist, auf —2° gekiihlt und mit LO7 ccm 
n/5-Bromlauge versetzt und mehrere Stunden in der Kilte 
belassen. Die Lésung riecht sehr bald nach Blausiiure (Ber- 
linerblaureaktion positiv). Sie gibt Ammoniak ab (Nessler- 
reaktion positiv’. Der Nachweis einer fliichtigen organischen 
Base konnte nicht mit Sicherheit erbracht werden, obwohl der 
Geruch auf einen derartigen Koérper hinweist. Oxalsiure 
konnte nicht nachgewiesen werden. Beim Erwirmen triibt 
sich das Gemisch durch Spuren einer gallertartigen Fallung. 
Beim Ansiuern tritt CO,-Entwicklung auf (Barytwasser). Das 
Reaktionsgemisch wurde ausgeiithert. Dieser Auszug hinter- 
lieB beim Verdampfen ein zersetzliches Ol, das, mit Alkali 
behandelt, Blausiure und Ammoniak abspaltet. Nach dem 
Ansiiuern wurde wieder ausgeiithert, diesmal hinterlieB der Ex- 
trakt eine geringe Menge einer sauren Verbindung, die ein 
Silbersalz gab und keinen Fettsiiuregeruch zeigte. Ausbeute 
etwa 25 mg. 

8,965 mg Substanz gaben 4,416 mg Ag. 

8,965 mg ‘i » 1,850 mg CO, und 2,489 mg H,O, 

5,050 mg a 5 0,28 com N (20°, 750 mm). 

Daraus ergibt sich: 
49,26°/, Ag; 8,11°/,H; 23,89°/,C; 6,37°/, N. 

Da wegen Substanzmangel keine Kontrollanalysen még- 
lich waren, wurde auf die Aufstellung einer Formel verzichtet. 

In einem Falle haben wir die neutralisierte Mutterlauge 
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eingeengt. Dabei erhielten wir ein Produkt, das Ninhydrin- 
reaktion gab. 
Sein Stickstoffgehalt | 
4,300 mg gaben 0,55 ccm N (23°, 743 mm). 
| Gef. N 14,42, ; 
weist auf unveriindertes Glycyl-l-leucin hin. 
Fiir C,H,,0O,N, (188,19) Ber. N 14,89°/. 


d,l-Leucyl-d,1l-leucin. 

2 g lufttrocknes Dipeptid wurden, wie oben, in 40 ccm | 
Wasser und 5 ccm n-Alkali gelést und mit 74 ccm n/5-Brom- 
lauge versetzt. Auch hier tritt sehr bald Bittermandelgeruch i 
auf. Die Wasserdampfdestillation liefert ebenfalls Isovalero- 
nitril neben anderen Produkten. Der Riickstand zeigt den 
charakteristischen Geruch des Isovaleraldehyds, dessen Her- 
kunft wohl sekundir aus etwa gebildetem Leucin erklirt wer- 
den kénnte.’) Die Fehlingsche Probe war positiv. Aus der 
angesiiuerten und eingeengten Liésung konnte durch Ausathern 
eine geringe Menge Fettsiure gewonnen werden. 

8,535 mg Silbersalz gaben 1,688 mg Ag. 

Gef. Ag 47,85°/, 
Fiir capronsaures Silber C,H,O,Ag (222,98) Ber. ,, 48,15°/,. 

Die zur Trockne verdampfte Lisung gab Ninhydrinreaktion. 
Unveriindertes Leucin oder Dipeptid konnte jedoch nicht iso- 
liert werden. Dagegen haben wir das Vorhandensein einer 
Oxosiiure mit Phenylhydrazin wahrscheinlich gemacht, wenn 
auch eine Analyse mit der geringen Menge nicht durchfiihrbar 
war. Der zur Trockne verdampfte Gesamtriickstand zeigte, 
mit starker Lauge erwiirmt, eine eigenartige Rosafairbung und 
betiiubenden, an heterocyclische Basen erinnernden Geruch. 


Carbonyl-bis-(glycyl-l-leucin). 
0,2152 g Substanz, 62 ecm Wasser, 60 cem n/5-Bromlauge. 
Berechnet fiir 0,1 g 1 Mol 2,48 cem n/10-Bromlauge 
2 Mol 4,97 cem n/10-Bromlauge 
3 Mol 1,46 cem n/10-Bromlauge 





1) Chem. Ber. Bd. 42 (2), S. 2360 (1909). 
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Berechnet fiir 0,1 ¢ 4 Mol 9,92 cem n/10-Bromlauge 
5 Mol 12,40 cem n/10-Bromlauge 
6 Mol 14,88 cem n/10-Bromlauge 











Zeit Verbrauchte eem n/10- Zeit Verbrauchte cem n/10- 
Bromlauge fiir 0,1 ¢ Bromlauge fiir 0,1 g 
115" 1,3 15’ 15” 7,0 
2! 15" 3,1 25° 15” 7,9 
3’ 15” 5,7 40’ 15” 12,7 | Gas- 
5’ 15” 6,1 55° 15” 14,5] entwicklung 
10’ 15” 6,6 10’ 15” 14,9 














(Vgl. Fig. 6.) 


2 g der Verbindung wurden in 40 ccm Wasser und 15 ccm 
n-Alkali gelést und, wie oben, mit 49 ccm n/5-Bromlauge ver- 
setzt. Voriibergehend tritt eine leichte Triibung auf. Der 
Geruch der Loésung ist charakteristisch, nicht unangenehm. 
Die atherischen Extrakte der alkalischen und der angesiuerten 
Lésung hinterlassen Spuren von Riickstinden. Der der sauren 
Lésung riecht nach Fettsiiure. Das neutralisierte Gemisch — 
beim Ansiuern war keine Kohlensiure nachzuweisen — wurde 
im Vakuum stark eingeengt. Das wiiBrige Destillat zeigte 
den Geruch nach Acetaldehyd und ergab mit Resorcin und kon- 
zentrierter Schwefelsiure eine Griinfiirbung. Die Fehlingsche 
Reaktion war negativ. Der Destillationsriickstand ergab mit 
essigsaurem Calcium eine Fiallung von etwa 0,1 g. Die 
Nesslersche Reaktion der Lésung war positiv. Das Filtrat 
der Oxalatfillung wurde zur Trockne verdampft. Der Riick- 
stand zeigte Ninhydrinreaktion. Es wurde daher versucht, ein 
Naphthalinsulfoderivat zu isolieren. Nach dem Schiitteln mit 
Naphthalinsulfochlorid und Alkali (berechnet wurde auf das 
Gesamtleucin der Carbonylverbindung) fiel ein dliges Produkt 
aus, das nach 8 Tagen krystallisierte. Umkrystallisiert aus 
wiBrigem, heiBem Alkohol. Ausbeute 0,05 g. Das Produkt 
sintert bei 167°, schmilzt unscharf bei 183°. Die Analyse 
ergab keine eindeutigen Resultate. 











Phosphorsdure- und Milchsiurebildung im Driisenbrei. 
Von 


F. Krause. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Physiolog. Institut Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Mai 1927.) 


Durch die eingehenden Untersuchungen der Embden-?) 
und Meyerhofschen?) Schule sind die chemischen Vorgiinge, 
die bei einer Muskelkontraktion ablaufen, weitgehend geklirt. 
Es ist bekannt, daf im Muskel in den verschiedenen Phasen 
seiner Tiitigkeit Phosphorsiiure und Milchsiiure gebildet werden, 
und daB diese beiden Siuren eine gemeinsame Muttersubstanz 
haben. Nach den friiheren Untersuchungen von Kmbden 
und Zimmermann®*) am MuskelpreBsaft unter Zusatz von 
Anionen der Fluorwasserstoffsiure handelt es sich dabei um 
eine Hexosediphosphorsiure, die von den Forschern aus Muskel- 
preBsaft dargestellt wurde. In neuester Zeit jedoch konnten 
die beiden Autoren‘) durch [solierung der Substanz den Beweis 
fiihren, da im lebensfrischen Muskel nur Hexosemonophosphor- 
siure vorkommt. Es entstehen beim Zerfallen dieser Sub- 
stanzen in dem einen Fall aus der Hexosediphosphorsiure 
Milchsiiure und Phosphorsiiure in aquimolaren Mengen, in dem 
anderen Fall aus der Hexosemonophosphorsiiure 1 Mol. Phos- 
phorsiure und 2 Mol. Milchsiiure. Dieser Zerfall der Hexose- 
phosphorsiure tritt unter gewissen Bedingungen auch im 
Muskel-Brei und -PreBsaft ein. 

Seit den grundlegenden Untersuchungen von v. Weiz- 
sicker’) und A. V. Hill ist es bekannt, da der cigentliche 
Kontraktionsvorgang des Muskels ohne Sauerstoff ablaufen 





| 
| 
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kann, daB dagegen zum Wiederaufbau der energieliefernden 
Substanz in der Erholungsphase Sauerstoff nétig ist. 

So weitgehend auch die Vorstellungen iiber die Vorgiinge 
bei der Tiitigkeit des Muskels gekliirt und experimentell be- 
wiesen sind, so unverhiltnismiBig wenig weiB man bisher iiber 
die chemischen Vorgiinge, die bei der Tiitigkeit von Driisen 
ablaufen. 

Wohl ist schon lange bekannt, dab die arbeitende Driise 
dem Blut mehr Zucker entzieht als die ruhende und Kohlen- 
siiure in erhéhtem Mafe an das durchstrémende Blut abgibt, 
aber iiber den Verbrennungsmechanismus und die energie- 
liefernde Substanz ist nur wenig bekannt. Zeigte sich in der 
vermehrten Verbrennung von Zucker wihrend der Titigkeit 
der Driise eine gewisse Analogie zur Muskelphysiologie, so 
ging diese Analogie zwischen Driise und Muskel noch weiter, 
wenn man den Sauerstoffverbrauch wihrend der Tiitigkeit und 
der Ruhe bei der Driise mit dem des Muskels unter gleichen 
Bedingungen verglich, Aus Botazzis®) Untersuchungen an 
den Speicheldriisen von Octopus geht nimlich hervor, daB die 
Driise auf Nervenreizung hin noch Sekret produzierte, auch 
wenn ihr Oxydationsmechanismus blockiert war dadurch, daf 
sie mit NaCN vergiftet oder ihr AufbewahrungsgefiB evakuiert 
wurde. Die Driise ermiidete in beiden Fallen nach einer ge- 
wissen Zeit; durch Auswaschen mit Meerwasser erholte sie 
sich jedoch rasch und gewann ihre friihere Arbeitsfihigkeit 
guriick, so daB sie nach einiger Zeit wieder normal secernierte. 
Botazzi®) schlieBt daraus mit Recht, daB die Driise den 
Energieaufwand fiir ihre Sekretionstiitigkeit aus der anaeroben 
Spaltung komplexer Verbindungen bestreitet, die wihrend der 
Ruhephase unter Sauerstoffaufnahme gebildet werden und 
potentielle Energie gespeichert enthalten. Darin liegt eine 
weitgehende Analogie zur Physiologie des Muskels. Deshalb 
erscheinen Untersuchungen gerechtfertigt, die darauf abzielen, 
chemisch eventuell iihnliche Vorgiinge aufzudecken, wie sie 
durch Embden’) und seine Schiiler vom Muskel her bekannt 
sind, ob es sich also bei dem in der Driise gespeicherten Reserve- 
stoff ebenfalls um eine Kohlehydratphosphorsaure handelt. Diese 
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Frage haben schon Schmitz und Chrometzka§)an der Speichel- 
driise gepriift und sind dabei zu einem ablehnenden Schluf 
gekommen. Wir glaubten aber dennoch dhnliche Unter- 
suchungen anstellen zu diirfen, weil eine wesentliche Voraus- 
setzung, unter der die Schmitzschen Untersuchungen an- 
gestellt wurden, hinfallig geworden ist. Schmitz zieht seine 
Schliisse aus seinen Befunden in der Annahme, daB die 
Muttersubstanz der Phosphorsiiure und Milchsiure im Muskel 
eine Hexosediphosphorsiure sei, wie es nach den damaligen 
Untersuchungen Embdens der Fall zu sein schien. Weiterhin 
haben Embden®) und seine Schiiler in den letzten Jahren, 
nach Erscheinen der Schmitzschen Arbeit, einige typische 
Charakteristika fir den Verlauf des fermentativen Zerfalls 
des Lactacidogens beschrieben, die an der Driise nachzupriifen 
lohnenswert erschienen. Sodann hat Riesser?°), wihrend wir 
bereits mit unseren Untersuchungen beschiaftigt waren, eine 
Arbeit veréffentlicht, in der er es als sehr wahrscheinlich hin- 
stellt, daB eine lactacidogenartige Substanz in der Driise — 
in seinem Falle der Leber — vorhanden ist. Aus den an- 
gefiihrten Griinden nahmen wir eine Nachpriifung dieser 
Frage an verschiedenen Organen vor. 

Wihrend Schmitz und Chrometzka’), noch ausgehend 
von der alten Vorstellung, da8 nur Hexosediphosphorsiure im 
Muskel vorkommt, verlangen, da8 Phosphorséure und Milch- 
siure im DriisenpreBsaft in ‘aquimolaren Mengen gebildet 
werden miissen, wenn eine Hexosediphosphorsiure als Mutter- 
substanz fiir diese beiden Siuren in der Driise in Betracht 
kommt, legt Riesser!) auf diese Forderung keinen so 
sroBen Wert. Nach den neuen Embdenschen Versuchen 
wird man diese Schmitzsche Forderung auch nicht mehr fir 
richtig halten, die Riessersche dagegen nur bedingt als zu- 
treffend hinstellen kénnen, wenn man sie dahingehend ein- 
schriinkt, daB man sagt, es miissen entweder im giinstigsten 
Falle auf 1 Mol. Phosphorsiiure 2 Mol. Milchséure gebildet 
werden, oder zum mindesten immer mehr Milchsiure als 
Phosphorsiure. Dabei ist folgende Uberlegung maBgebend. 
In seiner letzten Veréffentlichung teilt Embden mit, da’ im 
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Muskelbrei nur Hexosemonophosphorsiiure vorkommt. Nach 
den Embdenschen’) und besonders den neuen Meyerhof- 
schen!!) Untersuchungen laufen mehrere Fermentprozesse im 
Muskel nebeneinander her. Zur besseren Ubersicht sollen die 
neuen Vorstellungen schematisch dargestellt werden: 


Kohlehydratphosphorsiure Glykogen 
| | | 
¥ 

Hexosen Phosphorsiiure -—»> Hexosen ~—» Hexosephosphorsiiure 
| 

Milchsiure 


Wenn die Fermentvorgiinge einseitig nur in dissimilato- 
rischer Richtung verlaufen, so werden nach obigem Schema 
aus 1 Mol. Hexosemonophosphorsiiure 1 Mol, Phosphorsiure 
und 2 Mol. Milchsiure gebildet. Dieser Fall wird aber ver- 
hiltnismiBig schwer zu realisieren sein. Im MuskelpreBsaft 
hat Embden!’”) zwar gezeigt, da&B man unter gewissen Be- 
dingungen Phosphorsiiure und Milchsiure in Aquimolaren 
Mengen gewinnt. Dabei scheint also im Muskelprefsaft nur 
Hexosediphosphorsiiure als Muttersubstanz fiir die beiden 
Sauren in Betracht zu kommen. 

In den Versuchen am Muskelbrei werden die Sauren 
nicht in diesem Verhiltnis gewonnen, wie die gesamten, von 
der Embdenschen Schule!*) angestellten Versuche zeigen, 
sondern die gebildete Milchsiure iiberwiegt immer die neu 
aufgetretene Phosphorsiure. Das liegt einmal daran, daB aus 
der Hexosemonophosphorsiure, die nach EKmbden‘) aus- 
schlieBlich im Muskelbrei vorkommt, nur 1 Mol. Phosphorsiure, 
dagegen 2 Mol. Milchsiure frei werden kénnen, und dab 
weiterhin die freigewordene Phosphorséure eventuell mit vor- 
handenem Kohlehydrat, das aus Glykogen stammt, erneut zu 
Hexosemonophosphorsiure zusammentreten kann, wahrend die 
gebildete Milchsiure nicht in dem gleichen MaBe verschwindet. 
Aus dem neugebildeten Lactacidogen kénnen dann wieder 
beide Siuren entstehen. Auf diese Weise wird es sogar 
moglich sein, daB nicht nur auf 1 Mol. Phosphorsiure 2 Mol. 
Milchsiure, sondern Milchsiiture noch iiber dieses Verhiltnis 
hinaus gebildet werden kann. In einer kiirzlich erschienenen 
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Arbeit aus dem EKmbdenschen Institut (G. E. Selter)!4) wird 
auch ausdriicklich betont, ,daB es keinesfalls statthaft ist, aus 
dem Verhalten der Phosphorsiure bei irgendeiner normalen 
oder abnormen Muskelfunktion Riickschliisse auf dasjenige der 
Milchsiure zu ziehen.“ \ 


Methodik. 


Zur Untersuchung gelangten die Speicheldriisen, das 
Pankreas und die Leber von Hunden, Kaninchen, Meer- 
schweinchen und Fréschen. Die Tiere wurden durch Ent- 
bluten aus der Carotis rasch getétet, die Organe heraus- 
prapariert und auf eisgekiihlten Platten mit der Schere mig- 
lichst rasch, fein zerkleinert. In gewogene Glischen, die 
vorher mit dem erwiinschten Ansatz gefillt waren, kamen 
kleine, annihernd gleiche Portionen des Driisenbreis. Die 
Kontrollbestimmung (A), in der die sofort vorhandene Phosphor- 
siiure und Milchsiiure bestimmt wurde, wurde sofort enteiweiBt, 
die iibrigen Ansitze im allgemeinen nach 2stiindigem Be- 
briiten. Als EnteiweiBungsmethode wurde das Schenksche 
Verfahren angewandt (Salzsiiure-Sublimat) in der gleichen Aus- 
fihrung, wie von Embden beim Muskel geiibt. Bei der Ent- 
eiweiBung von Leber- und Speicheldriise ergaben sich gewisse 
Schwierigkeiten, die darin bestanden, da8 bei der Beseitigung 
des Hg mit Schwefelwasserstoff das gebildete Hg-S sehr 
hiiufig kolloidal durchlief. Die Schwierigkeit lieB sich 
meist durch Hinzufiigen eines gréBeren Uberschusses an 
Sublimat beseitigen, wie schon Riesser angibt. Die Ansitze 
wurden, nachdem die Schenksche Fillung mindestens 
10 Stunden gestanden hatte, abfiltriert und von dem _ iiber- 
schiissigen Hg durch gasférmigen Schwefelwasserstoff befreit. Der 
Schwefelwasserstoff wurde durch einen Luftstrom wieder vertrieben. 

Die Phosphorsiure wurde nach der gravimetrischen Mikro- 
methode von Embden?) (Strychnin—Phosphormolybdat) be- 
stimmt. Die Milchsiure wurde nach dem Ausfillen der 
Kohlenhydrate durch die Cu—Ca-Fillung nach dem von 
Hirsch-Kaufmann!*) mitgeteilten Verfahren bestimmt unter 
Anwendung der von Embden!") angegebenen Verbesserungen. 
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Ergebnisse. 


A. Bildung von Phosphorsiiure beim Bebriiten von 
Driisenbrei. 

B. Abhingigkeit der Phosphorsiiurebildung von verschie- 
denen Anionen. 

C. Zusatz von Nucleinsiure und Candiolin. 


A. In den Versuchen, in denen wir ohne irgendwelche 
Zusitze nur die Zunahme der Phosphorsiure und Milchsiure 
bei 2stiindigem Bebriiten bei 42° in natriumbicarbonathaltiger 
Lésung bestimmten, ergab sich, wie schon Schmitz und 
Riesser zeigen konnten, regelmiBig ein Ansteigen der beiden 
Siuren gegen den Nullwert. 

Das Ergebnis der 27 Versuche wird in einer kurzen Uber- 
sichtstabelle wiedergegeben (Tabelle 1). 

Aus der Tabelle geht hervor, da Driisenbrei-Leber, 
Pankreas und Speicheldriisen—Phosphorsiure und Milchsiure 
bildet. Dabei sind die gebildeten Mengen von ihnlicher GréBe 
wie unter den gleichen Verhiltnissen beim Muskel. Besonders 
die neugebildete Phosphorsiure erreicht die gleiche Hohe, ja 
sie iibertrifft diese bisweilen noch. Das Verhiltnis der neu- 
gebildeten Siiuren wechselt sehr stark. Aquimolare Mengen 
beider Séiuren werden nur in einem geringen Prozentsatz der 
Fille gebildet, meist iiberwiegt die neugebildete Phosphorsiure 
die Milchsiure. Wie aus der letzten Rubrik der Tabelle 
hervorgeht, werden auf 100 Mol. Phosphorsiure in 22 Fallen 
Smal mehr, 2mal die gleiche Menge und 15mal weniger 
Milchsiiure gebildet als Phosphorsiure. 

Wenn man jetzt als Beweis fiir das Vorhandensein einer 
Hexosephosphorsiure das Auftreten von Phosphorsiiure und 
Milchsiure in der Driise gelten lassen will, so muB man, wie 
schon oben ausgefiihrt, verlangen, dafB die neugebildeten 
Saéuren in einem bestimmten Verhiiltnis entstehen oder dab 
immer mehr Milchsiiure als Phosphorsiure gebildet wird. Das 
ist in unseren Versuchen nur in 5 von 22 Fillen eingetreten. 
Ks wird also diese Bedingung nicht erfiillt. 

In unseren Versuchen zeigte sich weiter, dab die Neu- 
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Tabelle 1. 





















































Exposi- HPO, *, Milchsiure °/, Auf 100 H,PO, 

Nr. Organbrei von tions- kommen 

dauer A, | B, Bsn A, B, | BA, | Milchstiure 
20 | Speicheldrise (Hund) 2Stdn. | 0,110 | 0,231 | 0,121 0,091 | 0,182 | 0,091 "5 
21 desgl. oe“ 0,072 | 0,214 0,142 0,101 0,297 0,196 138 
22 desgl. . 2 0,092 | 0,241 0,149 0,094 | 0,202 0,108 73 
25 desgl. 2 4 0,104 | 0,278 0,174 0,056 0,279 0,223 128 
25a desgl. . « 0,084 0,198 0,114 0,048 0,201 0,158 184 
2 Pankreas (Hund) > » 0,125 0,325 0,200 0,152 0,369 0,217 108 
3 desgl. - 0,126 | 0,297 0,172 0,167 | 0,221 0,054 32 
’ 4 desgl. _ 0,125 | 0,288 0,163 0,104 0,241 0,137 84 
a 5 desgl. c . 0,067 | 0,276 0,209 0,116 | 0,289 0,173 83 
= 6 desgl. Se 0,126 0,288 0,162 0,117 0,210 0,093 57 
: 7 desel. a ms 0,109 0,249 0,140 — _ —< aie 
S) 8 desgl. = 0,087 | 0,297 0,210 a _ aie eel 
s 9 desg). a 0,113 | 0,237 0,124 0,091 0,163 0,072 58 
10 desgl, a s 0,075 | 0,802 0,227 0,054 0,211 0,157 69 
11 desgl. i, 0,096 0,307 0,211 on on he oes 
12 desgl. 3 0,105 0,294 0,189 0,054 0,241 0,187 99 
13 desgl. aa 0,073 | 0,281 0,208 0.063 | 0,156 0,093 45 
14 desgl. . | 0,110 | 0,291 | 0,181 0,091 0,280 0,180 100 
15 desgl. > | 0,121 0,314 | 0,218 sie cae et jr 
16 desgl. - « 0,127 0,363 | 0,236 — — — — 
17 Leber (Hund) . . 0,123 | 0,817 | 0,194 0,134 | 0,293 0,159 82 
18 desgl. 2 ,, 0,134 0,324 | 0,190 0,094 0,260 0,166 87 
19 desc. oe 0,103 | 0,878 | 0,275 0,156 | 0,312 0,206 15 
26 Leber (Frosch) . 2 9,094 0,301 | 0,207 0,043 0,249 0,206 100 
27 desgl. oS 0,068 | 0,217 | 0,149 0,039 0,289 0,250 168 
nN 28 Leber (Kaninchen) _ 0,112 | 0,324 0,212 0,086 0,211 0,125 59 
ae 29 desgl. ay 0,086 0,306 | 0,220 0,074 0,141 0,067 31 

22 5x mehr, 2 x 100 und 15 x weniger. 
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bildung der Phosphorsiiure nach 2 Stunden noch nicht ab- 
geschlossen war, wihrend nach Embden dies beim Muskel 
der Fall ist. Nach A.C. Wechselmann?*) unter Embden 
ist die Abspaltung von Phosphorsiure, die aus dem Zerfall 
von Lactacidogen herriihrt, im Muskel nach 1 stiindigem Be- 
briiten beendet. Riesser!°) findet zwar, daB im Leberbrei 
die Abspaltung von Phosphorsiure ebenfalls nach 2 Stunden 
beendet ist, wir konnten dagegen nicht den gleichen Befund 
erheben. 

Ks sei hier ein Versuch wiedergegeben, in dem der Ver- 
lauf der Phosphorsiurebildung iiber 5 Stunden graphisch dar- 
gestellt ist. 
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Dieser Befund spricht ebenfalls gegen die Annahme, dab 
als Muttersubstanz fiir die Neubildung der beiden Siduren 
Hexosemonophosphorsiure allein in Betracht kommt. Es wire 
méglich, daran zu denken, da8 zwei verschiedene Prozesse 
nebeneinander herlaufen, aus denen Phosphorsaure frei wird, 
wihrend die Milchsiiure nur aus dem einen, nimlich dem Zer- 
fall der Hexosemonophosphorsiure herriihren kénnte. Dadurch 
wiirde die Klarheit der Verhiltnisse iiberdeckt. 

B. Da sich die Frage, ob es sich bei der Muttersubstanz 
der beiden Siuren um eine Hexoséphosphorsiure handelt, mit 
obiger Versuchsanordnung nicht entscheiden liBt, wurde ein 
typisches Kriterium zur Beeinflussung des Lactacidogenstoff- 
wechsels beim Muskel am Driisenbrei untersucht, um dadurch 
in dieser Frage niiheren Aufschlu8 bei der Driise zu ge- 
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winnen, niimlich die charakteristische Abhiingigkeit dieses 
Stoffwechsels von den verschiedenen Ionen. 

Durch Embden!) und seine Schiiler wissen wir, daB die 
Anionen der Natriumsalze in ihrer Wirkung auf dem Lacta- 
cidogenstoffwechsel des Muskels sich einer Reihe einfiigen, die 
der lyotropen Reihe Hofmeisters entspricht. Die am 
quellungsbegiinstigenden Ende dieser Reihe stehenden Ionen 
bewirken ein vermehrtes Auftreten von anorganischem Phosphat, 
die an der entquellenden Seite stehenden ein Verschwinden 
von Phosphorsiiure. Ein besonders charakteristisches Bild 
bieten dabei die Anionen der Fluorwasserstoffsiiure. Sie zeigen 
schon in geringen Konzentrationen eine sehr deutliche Hem- 
mung der Phosphorsiurebildung, in stiirkeren Konzentrationen 
bewirken sie sogar ein Verschwinden von schon vorhandener 
Phosphorsiiure. 

Untersuchungen iiber die Beeinflussung der Neubildung 
von anorganischem Phosphat in iiberlebendem Organbrei durch 
den Zusatz verschiedener Salze wurden schon, wenn auch von 
anderen Gesichtspunkten aus, von Gyérgy?*) angestellt. Er 
konnte in seinen Versuchen unter anderem eine Hemmung 
der Phosphorsiiurebildung durch Lactationen zeigen. Riesser?°) 
untersucht in einer kiirzlich erschienenen Arbeit den EKinfluB 
von Fluorionen auf die Phosphorsiiurebildung im Leberbrei 
und findet dabei in einigen Fiillen nicht nur eine Hemmung 
der Phosphorsiiurebildung, sondern sogar ein Verschwinden 
von Phosphorsiiure. Die Unterschiede, die Riesser in seinen 
Analysen findet, sind allerdings recht gering. Zwar betrigt 
der mittlere Fehler seiner Doppelbestimmungen nur 0,008, 
wie ich aus seinen angegebenen Doppelanalysen entnehme, 
aber seine gré8ten Abweichungen sind gréBer (0,039) als der 
Unterschied zwischen den Mittelwerten der Fluorbestimmung 
und dem zugehérigen A-Wert (0,034). Es kann also wohl 
gesagt werden, daB der Unterschied in dem Gehalt an Phos- 
phorsiiure unter dem Zusatz von Fluorionen an der Grenze 
des Bestimmungsfehlers dieser Untersuchung liegt. 

Wir priiften in 19 Versuchen ebenfalls die Einwirkung 
der Anionenreihe der Natriumsalze auf das Verhalten der 
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anorganischen Phosphorsiure, deren wichtigstes Resultat durch 
einen charakteristischen Versuch wiedergegeben sei, indem die 
Kinwirkung der Anionen der Fluorwasserstofisiiure, der Rhodan- 
wasserstoffsiure und der Milchsiiure graphisch dargestellt ist. 
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Die iibrigen Versuche sind in einer Tabelle wiedergegeben. 
Die Untersuchungen wurden bei einer Temperatur von etwa 
16° ausgefiihrt aus Griinden, die von Embden bei den von 
ihm in dieser Richtung angestellten Versuchen am Muskel 
erértert sind. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB das Verhalten 
der Phosphorsiure im Driisenbrei unter dem EinfluB ver- 
schiedener Anionen ahnlich ist wie im Muskelbrei, insonder- 
heit, die an den Enden der Hofmeisterschen Reihe stehenden 
lonen zeigen scheinbar eine gleiche Wirkung wie beim Muskel. 
Die Fluorionen bewirken in Konzentrationen bis zu ‘go mol. 
eine Hemmung der Phosphorsiiurebildung, allerdings niemals 
ein Verschwinden yom anorganischem Phosphat, auch nicht in 
den stirksten Konzentrationen. Auf das Verschwinden von 
Phosphorsiure ist aber meiner Ansicht nach der entscheidende 
Wert zu legen, denn einzig das Verschwinden von Phosphor- 
siure kénnte fiir das Vorhandensein einer lactacidogenartigen 
Substanz in der Driise sprechen. 

Nach Embden!?) wirken die Fluorionen begiinstigend auf 
die Lactacidogensynthese. Nun hat aber Meyerhof!) durch 
Trennung der einzelnen Fermentvorgiinge zeigen kinnen, dab 
die Fluorionen nicht auf den synthetischen Fermentyorgang 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVIII, 15 
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einwirken, sondern da sie allein die dissimilatorischen Pro- 
zesse hemmen, und da die gleichzeitig ablaufenden synthe- 
tischen Vorgiinge unbeeinfiuBbt bleiben. Die Befunde stehen 
in gutem Einklang mit allgemein biologischen Vorstellungen 
iiber die Wirkung von Fluorionen, von denen schon lange 
bekannt ist, daB sie dissimilatorische Prozesse hemmen. Auf 
den hier vorliegenden Fall angewandt wiirde das heifen, ein 
dissimilatorischer Vorgang ist gehemmt worden. Es ist also 
zuniichst noch etwas Phosphorsiiure abgespalten worden, nach 
einer gewissen Zeit ist dieser Proze&B zum Stehen gebracht. 
Da keine Phosphorsiture verschwunden ist, ist es unwahr- 
scheinlich, an eine trotzdem erfolgte Synthese zu denken. Die 
scheinbare Ubereinstimmung in dem Verhalten der Phosphor- 
siure zwischen Muskel- und Driisenbrei unter dem Einfluf 
zugesetzter Fluorionen ist also nicht vorhanden. Im Gegenteil 
scheint mir das Ergebnis, daS8 die unter dem Zusatz von 
Fluorionen gewonnenen Versuchsresultate zeigen, gegen die 
Annahme einer lactacidogenartigen Substanz in der Driise zu 
sprechen. Die itibrigen untersuchten Anionen zeigen an der 
Driise eine ihnliche Wirkung, wie sie vom Muskel her bekannt 
ist. Es soll noch hervorgehoben werden, daf die Rhodanionen 
ebenfalls zu einer deutlich vermehrten Bildung von Phosphor- 












































Tabelle 

Hund ”" i vs os D2 os oO ee ee | 

fe Nig, Mle Sie Sina SiSSi8 a/8 S14 s | 

Organbrei A B iss Sols Fle a 3 = ataata iS =I 

: AZAdiZ s|42clZ2 clZ ole zie gia ale s| 

von = om ee Oy co = 4 = a S a =| 

Pankreas 0,073 10,156 ]0,095, — — {0,125)0,150]0,1386]0,151)0,161 0,129} 
Pankreas 0,113}0,207/0,1541 — | — |o,181]0,197/ — 

Pankreas 0,074}0,20010,1381 — |0,154]0,180]0,194] — |0,205]0,22010,122 

Pankreas . 0,075}0,212}0,154) — 0,190] — |0,191]0,241)0,251 

Speicheldriise 0,096]0,17210,121]0,180] — |0,154] — 0,140] — ]0,184]0,112 

Speicheldriise . |0,125]0,206]0,165] — |0,196) — — — 40,152 

Pankreas 0,105]0,243]0,163, — | — |0,218]0,231]0,201 0,250} 0,156 

Anm. Der A-Wert gibt den Phosphorsiiuregehalt, der im sofort enteiweiBten 


b- ,, 


Alle iibrigen Werte geben den 
funden wurde. 
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ss 


Phosphors 


» y nach 4 Stunden Be- 
fiuregehalt, der unter Zusatz 








Phosphorsiiure- und Milchsiurebildung im Driisenbrei. 227 
siure fiihren. Die Lactationen bewirken erst eine Hemmung 
der Phosphorsiurebildung bei sehr hohen Konzentrationen. 
Beim Muskel wird schon durch mol. Konzentrationen eine 
deutliche Hemmung der Phosphorsiure hervorgerufen und 
durch etwas héhere Konzentration sogar schon ein Verschwinden 
von anorganischer Phosphorsiure bewirkt (Deuticke?}), wihrend 
die gleichen Konzentrationen am Driisenbrei nur eine schwache 
Hemmung hervorriefen. Also zeigte sich in diesem Falle eine 
geringe Ubereinstimmung in qualitativer Hinsicht zwischen 
Driisen- und Muskelbrei. Auch diese geringe Ubereinstimmung 
scheint mir gegen die Annahme einer lactacidogenartigen Sub- 
stanz zu sprechen. Die Milchsiure wiirde als Stoffwechsel- 
endprodukt den Reaktionsverlauf — Hexosephosphorsiiure — 
Phosphorsiuremilchsiure stirker hemmen eventuell sogar 
durch Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts im entgegen- 
gesetzten Sinne beeinflussen, wie sie es in demselben Falle 
beim Muskel tut. 

©. Aus den Versuchen, in denen nur die Phosphorsiure 
und Milchsiure bestimmt und die Kinwirkung der verschie- 
denen Anionen auf die Bildung der Phosphorsiiure untersucht 
wurde, liBt sich die Frage, ob eine lactacidogenartige Sub- 
stanz in der Driise als Muttersubstanz fiir die neugebildete 
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zZSlzsiosiSsleeleRloala RlFa/£R|(B 21/8 alB & 

SSISSISS(SElsslesleSlSeslSslSsle2slaslas 

AZAEIAZE|ZNIZ a4 214 214 214 Ble ale alA Ble Elz 

| o143 0,153] 0,174 | 0,149 | 0,186 | 0,154 | 0,196 | 0,179 | 0,198 | 0,171 | 0,194 | 0,200 
0,201 | 0,220 0,209 | 0,223 | 0,230 

0,161 | 0,203 | 0,189 | 0,212 | 0,196 | 0,216 | 0,201 | 0,209 | 0,214 | 0,221 | 0,199 | 0,225 | 0,229 

0,178 | 0,216 | 0,198 40,249) — 4 — 0,237 | 0,289 | 0,300 

0,156 0,174 | 0,180 0,190 | 0,206 

0,178 0,229 | 0,236 

0,209 0,238 | 0,259 | 0,236 | 0,261 0,249 | 0,274 

Driisenbrei vorhanden ist; 

briiten in 2°/,) NaHCO,-Liésung bei 16—18° vorhanden ist. 

der angegebenen Ionen in 2°/, NaHCO, nach 4 Stunden Bebriiten bei 16—18° ge- 
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Tabelle 38. 
Tierart. . Min Oh, Sle Si ad ot 
-_ ale SSIS S|SS/5=| Ff] 23 
Organbrei von Ag|4Z 3/4 214 = Az fas 
Pankreas (Hund) 0,087 | 0,179 | 0,101 | 0,120; — 15°} 3 Stdn. 
Leber (Hund) . 10,125]0,189] 0,138] — 0,156] — {16 | 3 
,,  (Meerschw.). . {0,126]0,203] -—— {0,171 ]0,186;0,200]}14 ; 4 
,  (Kaninehen). . | 0,119] 0,289] 0,143]0,190! — |o0,224]15 | 3 
Speicheldriise (Hund). | 0,109] 0,241 ]0,165]0,209} — — |16 | 4 
. ,» « 40,110] 0,197 | 0,134] 0,160] 0,176] 0,191] 17 | 3 
Pankreas (Hund),, . | 0,104] 0,147] 0,115] 0,124] 0,140]0,146/14 | 2 
Leber (Frosch) . . . | 0,091] 0,173] 0,136 | 0,144] 0,163]0,170]15 | 3 
. . « |OQreThonsetoieT] — | - — 6 is 
(Kaninchen). . | 0,095] 0,386] 0,136]0,170; — — 419 | 4 
(Frosch) . . . | 0,106] 0,203 | 0,154] 0,160] 0,176] 0,201]18 | 3 
a js 0,138 | 0,263] 0,16740,198] — | — Jit] 4 


Versuche, in denen nur der EinfluB von NaF untersucht wurde. 


Phosphorsiiure und Milchsiure in Betracht kommt, also nicht 
eindeutig beantworten. Wir untersuchten deshalb, ob der 
Zusatz anderer Substanzen zum Driisenbrei eine Mehrbildung 
dieser Siuren bewirken wiirde, und ob es méglich sei, daraus 
Niheres iiber die Natur der Muttersubstanz aussagen zu 
kénnen. Zu dem Zwecke setzten wir Nucleinsiiure und eine 
unter dem Namen Candiolin in den Handel gelangende Hexose- 
diphosphorsiure zu Driisen- und vergleichsweise zum Muskel- 
brei zu. Es gelangte Hefenucleinsiure (dargestellt nach Neu- 
mann) und Spermanucleinsiure, die freundlichst von Herrn 
Prof. Edelbacher zur Verfiigung gestellt wurde, zur Unter- 
suchung. Das Candiol (Ca-Salz der Fructosediphosphorsaure) 
das bereitwilligst von der Firma Bayer geliefert wurde, wurde 
nach der Vorschrift von Neuberg’) in die lésliche Modi- 
fikation iibergefiihrt, gelangte einmal in dieser Form zur An- 
wendung und auBerdem als Ammoniumsalz der Siure, das 
durch Ausfillen des Calciums mit Ammoniumoxalat hergestellt 


wurde. 
Auf Zusatz von Nucleinsiiure zeigte der Driisenbrei eine 
betriichtliche Abspaltung von Phosphorsiure, wihrend Milch- 





229 


rel. 


iurebildung im Driisenb 


o° 
‘ 
Cc 


Phosphorséure- und Milchs 


= - oe — | c000 | s¥s‘0 | 1¥8'0 | 822°0 PysuW 
ooh GQ ‘dxo] aimegsurojonu L00°0 | 1t'O | FIO | 680°O | Os0O | FEz‘0 | FOs‘O | LL0°0 | osnapfeyorodg 
"UPIS € “OPH “/o% coo'o | Los‘o | cos‘o | set‘o | ¢ro‘o | eze‘o | F8z'0 | 8600 1aqory 
6c0'°0 | ¢8z°0 | 948°0 | otto | cso‘o | tes‘o | 6rz‘o | gat‘o SBVOIFUL | dl ins 
— —- es si 2000 | sFs‘o | 9Fg'O | FFS‘O [@3sn]q 
ooh “G ‘dxa] oangsureponu 10 170'0 e60'0 ' : I 
oe — G = QO SFO ( G86 0 $32 C 7600 OShAppeyoIody 
“UPS F “OOF “/oZ | a ‘ si a : hig 
°Z0'0 vig 0 6810 9L LO 0L0'0 9FF‘O 9LE°0 190°0 SvOLYUR 28 
oar q ‘dxo}] oinesutoponu = sa = 100°0 | LZ¥'0 OZF‘O ro8'0 [OAs] 
‘upyg g | -vurtadg °/, % 3c0'0 | F830 Z1z'0 | ost‘o | 9co‘o | are‘o | 9gz‘o — 60T‘O SvodyUe | bg 
otk “G ‘dxa] oangsurejonu - = —- | — zoo'O | Z1g‘0 | F18‘0 ~~ -SFE‘O [o3xsn 
‘upg 3 | ~wurnedg °/, 2 F200 | 8330  02‘0 - chO.O §=— 9620 | 6FS‘O ~~ GOTO - | OsnAppeqatedg & 
— _ a g00.0 | 6Fs‘o | ses‘o = F080 [oysnyy 
ooPr t0q . en meee asincaiil ane  aarel é ek ont 
\xoru0dxo oInysuapNu 6100 6630 G8sa 0 | [cto FoO0 0 9LF0 ver 0 SOTO Laqo'T 
‘upig p | PUneds °/og L20°0 | 1910 | F8IO | FL0°O | aco‘O |) TF‘0 ~~) 6 T61‘0 =. 0¢o'o | esnappoyorodg 
|| OFO'O | 9¢2'0 | 916°0 | FEO | SOTO | coro | 168.0 —- L800 SBOIYUR Is 
oe 1 lor I a—r r ; - 
uosuny (uoa zyesnz | Z-~O} VO d V 1—O O | 4 V 19.1qUBs1C 
: ; - ; ‘IN 
~ c T, ’ y/ / 7 
lene | OUD VU /) UL dINBSYOTITY °/) UL oInvsioydsoyg peel 























‘ysQ[as Sunsory-“OQoOHVN Ul opama ornesuIOpONN sq (; 























Y PTT9aey 





230 


I’. Krause, 


siure nur in gering vermehrtem Ma8e gegen die Kontroll- 
bestimmung auftrat. Der gleiche Befund konnte schon von 
Schmitz’) am SpeicheldriisenpreBsaft erhoben werden. Wurde 
zum Vergleich zum Muskelbrei Nucleinsiiure zugesetzt, so 
zeigte sich keine Abspaltung von Phosphorsiiure. Die Ver- 
suche werden in Tab. 4 wiedergegeben. 

Aus dem Ausfali der Versuche unter Zusatz von Nuclein- 
siure geht also hervor, daB ganz besonders bei dem hohen 
Gehalt der driisigen Organe an Nucleinsiuren diese Substanz 
als Muttersubstanz fiir Phosphorsiiure sehr wohl in Betracht 
kommt. Wenn die Phosphorsiure aus der Nucleinsiure 
stammen wiirde, so ware das Auftreten von Milchsiure, die 
unter dem Zusatz von Nucleinsiiure nur in geringem Mafe 
zunimmt, nicht giinzlich erklirt und miBte eventuell auf einen 
anderen ProzeB zuriickgefiihrt werden. 

Ks wurden weiterhin die oben beschriebenen Salze der 
Fructosephosphorsiure zu Driisenbrei hinzugesetzt. Schmitz’) 
und auch Riesser?!°) haben schon ihnliche Versuche an- 
gestellt, der eine am SpeicheldriisenpreBsaft, der andere am 
Leberbrei. Beide finden eine betrichtliche Phosphorsiure- 
bildung, dagegen keine Neubildung von Milchsiure. Unsere 
Versuche werden in einer kurzen T'abelle wiedergegeben. 


Tabelle 5. 











Phosphorsiure 











Milchsiure 
Hund Zugesetzte in °/, in °/, Bemer- 
Organ Substanz | : 7 kungen 
A|B| clea 4,|23, | \o-3|- 
Pankreas Ca-Salz) =) b,oolo,ssalo,exel0,268 0,086 0,274 0,281/0,007] 4 Stdn 
Muskel abso j 0,241 0,389 0,560 0,171]0,296 0,420 0,526 0,106; 42° 
| | 
-ankre¢ — | 3 0,43610,12 27 2 . 
Pankreas | dice 0,867 0,803 0,43610,126 0,267 0,279 0,012] 4 a, 
Speicheldriise ‘10,101 0,256 0,334 0,088]0,068 0,122 0,129 0,007 : 
niumsalz | | al 42 
Muskel } | — (0,489 0,537 0,099]0, 346 0,512 0, 611 0,101 
Pankreas —_|2°/, Ca-Salz) {0,124 0,312 0,584 0,272] — 0, 234 0, 241/0,007| 3 Stdn. 
Muskel (Candiolin) | 0,314 0,392 0,512.0,120] — (0,471, — Fass 42° 





In diesen Versuchen, in denen das Candiolin zum Driisen- 
brei und vergleichsweise Muskelbrei hinzugefiigt wurde, zeigte 
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sich, daB beim Driisenbrei sehr viel Phosphorsiure mehr als 
in den Kontrollbestimmungen gebildet wurde, wiihrend die Neu- 
bildung der Milchsiure die Grenzen der Bestimmungsfehler 
der Methode kaum iberschritt. Im Muskelbrei iiberwog auf 
iquimolaren Mengen bezogen auch die auf Zusatz von Can- 
diolin gebildete Phosphorsiure die Milchsiure. Immerhin er- 
gibt sich zwischen Driisen- und Muskelbrei in ihrem Verhalten 
auf Zusatz von Candiolin ein deutlicher Unterschied. Beim 
Muskel wird Milchsiiure in merklichen Mengen gebildet, im 
Driisenbrei ist die Neubildung nicht nachweisbar. Die Ver- 
suche mit Candiolin sind allerdings wohl nicht mehr als stich- 
haltig anzusehen, weil nach den neueren Untersuchungen 
Kmbdens*) das Lactacidogen nicht Hexosediphosphorsiure 
sondern Hexosemonophosphorsiiure ist, und es auBerdem frag- 
lich ist, ob das Candiolin mit der friither isolierten Hexose- 
diphosphorsiiure identisch ist. 


Zusammenfassung. 

1. Im Driisenbrei bilden sich in natriumbicarbonathaltiger 
Lisung beim Bebriiten mit 42° Phosphorsiure und Milchsiure. 
Die absoluten gebildeten Mengen sind von gleicher GréBe wie 
beim Muskelbrei. Das gegenseitige Verhiltnis der beiden 
Saiuren wechselt stark, meist iiberwiegt die neugebildete Phos- 
phorsiure die Milchsiiure. 

2. Die Beeinflussung der Neubildung von Phosphorsiure 
und Milchsiiure im Driisenbrei durch Zusatz der Natriumsalze 
verschiedener Anionen verliuft in den typischen Punkten nur 
scheinbar uhnlich wie beim Muskel. Die Auswertung der 
Phosphorsiiurehemmung durch die Fluorionen l4Bt eine wesent- 
lich andere Deutung zu als beim Muskel. Der Ausfall dieser 
Versuche spricht ebenfalls gegen das Vorhandensein einer 
lactacidogenartigen Substanz im Driisenbrei. 

3. Es zeigt sich, daB der Driisenbrei auf Nucleinsiure und 
Candiolin Phosphorsiiure in betrichtlichen Mengen abspalten 
kann, wihrend Milchsiure nur aus zugesetzter Nucleinsaéure in 
geringem Mae gebildet wird. Bei dem hohen Gehalt der 
driisigen Organe an Nucleinsiure ist es wahrscheinlich, daB 
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diese Substanz, wie schon Schmitz betont, als Muttersubstanz 
fiir die aufgetretene Phosphorsiiure in Betracht kommt, und 
daB die Milchsiiure eventuell aus dem in der Nucleinsiiure 
enthaltenen Kohlehydrat stammt. Jedenfalls spricht der Aus- 
fall aller Beobachtungen gegen die Annahme einer lactacidogen- 
artigen Substanz im Driisenbrei. 


Diese Arbeit wurde mit von der Notgemeinschaft Deutschen 
Wissenschaften zur Verfiigung gestellten Mitteln durchgefiihrt. 
Ich spreche ihr dafiir meinen Dank aus. 
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(Hefegarungen vom biologischen Standpunkt aus betrachtet. III.’) 
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Hugo Haehn und Max Glaubitz.*) 


(Aus dem Institut fir Garungsgewerbe, Berlin.) 
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(Der Redaktion zugegangen am 23, Mai 1927.) 


In der Schlu&betrachtung unserer ersten Arbeit fihrten 
Wir aus: 

Ja sich Brenztraubensiure in Konzentrationen von mehr 
als 0,5°/, als Zellgift erwiesen hat, so darf sich bei der natiir- 
lichen Zuckerspaltung durch Hefe, wenn man die Neuberg- 
sche Theorie gelten laBt, die genannte Siure nicht ansammeln, 
sondern mu8 am Entstehungsort weiter verarbeitet werden. 

') 1. Mitteilung: Ztschr. Chemie der Zelle u. Gewebe XIII, S. 86 
(1926); 2. Mitteilung: Chem. Ber. Bd. 60, S. 490 (1927). 

?) Am 16. Mai 1927 hielt Herr Prof. C. Neuberg in der Chemischen 
Gesellschaft zu Berlin einen Vortrag: Uber Girung und Giirungsfermente, 
in welchem Herr Neuberg die niichterne, sachliche Kritik der Brenz- 
traubensdiuregiirung von Haehn und Glaubitz anzugreifen versuchte 
anscheinend in der irrigen Ansicht, genannte Autoren hitten sein be- 
kanntes Schema der alkoholischen Girung untergraben wollen. Es handelt 
sich indessen um die Ausfiillung einer Liicke in der Beweisfiihrung fiir 
die Giiltigkeit der Neubergschen Theorie, auf die in Verfolg anderer 
Arbeiten gestoBen wurde. Bevor uns nicht der Wortlaut der Neuberg- 
schen Ausfiithrungen vorliegt, kénnen wir darauf nicht antworten. Jedoch 
sind wir durch den Vortrag gezwungen, eine kurze Mitteilung zu machen 
tiber einige Girversuche mit Brenztraubensiure in gepufferten Lésungen, 
die vor Monaten ausgefiihrt, aus iuBeren Griinden liegen bleiben 
muBte. 





ee 
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Vielleicht verfiigt die Hefe auch iiber ein sehr fein abgestimmtes 
Puffersystem.“ 

Uns lag nun daran, solche Versuchsbedingungen zu finden, 
bei denen die Hefe unter Schonung ihres Gesundheitszustandes 
die Siure ebenso schnell vergiirt wie Glucose. Die ersten 
Versuche wurden mit brenztraubensaurem Natrium ausgefiihrt, 
wobei wir entgegen der Neubergschen Ergebnisse keine oder 
nur eine fiuBerst schwache Kohlensiiureentwicklung bei Hefe- 
iiberschuB fanden. Diese Ergebnisse sind bereits in der ersten 
Arbeit (S. 100—101) ausfihrlich beschrieben worden und stehen 
im Kinklang mit den Versuchen von EK. Higglund und A. 
M. Augustsson.}) Da wir, wie oben erwihnt, im Hefeorganismus 
ein natiirliches Puflersystem vermuten, so kamen fiir uns zu- 
niichst orientierende Versuche mit Hefeautolysat in Betracht. 
Da bei der Selbstverdauung der Hefe Phosphate und Amino- 
siiuren frei werden, so glaubten wir in diesen Stoffen aus- 
gezeichnete Puffer zu finden, was nach Sérensens Versuchen 
iiber die Wasserstoffionenkonzentration ja selbstverstindlich 
ist. Aber auch diese Versuche fiihrten nicht zum gewiinschten 
Ziel, zu einer plasmophilen Vergirung der Brenztraubensiure 
(siehe erste Publikation S. 113). 

Nun sollte gepriift werden, ob kiinstliche Pufferlésungen 
fiir unsere Zwecke geeignet seien. Wir fanden darauf bald 
in dem sekundiéren Natriumphosphat, Glykokoll und 
Lysin Stoffe, die bei Schonung der lebenden Zellen die Brenz- 
traubensiure spalteten. Wir lieben uns von dem Gedanken 
leiten, mit moéglichst wenig Puffersubstanz auszukommen, um 
moglichst natiirliche Verhiltnisse obwalten zu lassen. Wir 
wollten mit schwachen Konzentrationen beginnen und nach 
dem Erreichen des Zieles konstatieren, welches p,, fiir die 
lebende Zelle in jedem besonderen Pufferungsfalle als giinstig- 
stes anzusehen ist. Auf Tab. 1 wird zunichst die giinstige 
Wirkung von sekundiiren Natriumphosphat gezeigt. Werden 
0,5°/, dieses Salzes zu einer 1°/, igen Loésung von Brenz- 
traubensiiure gegeben, so erfolgt eine ziemlich schnelle Girung, 


') Biochem. Zs. Bd. 177, 8. 102 (1926). 
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verglichen mit der Glucosespaltung (Versuche 1 u. 7). Die 


Saiure ohne Phosphat angesetzt ergibt, wie schon oft konstatiert, 
eine trige Zerlegung (Versuch 2). 


Tabelle 1. 

Garversuche mit Brenztraubensaure (1°/,) unter Zusatz 
verschiedener Mengen Na, HPO,-2H,0. 

5°/, untergiirige Bierhefe des Instituts f. Girungsgewerbe 


zu Berlin. 


A. Girversuch, 





CO, in eem | 


nach Stunden | | ¥g 3 4 5) 6 24 
Temp. 30° 
1. Glucose 1°/, ohne Phosphat (Kontrollversuch). 
Versuch a i 5,5 | 7,0 | 7,7 8,0 ei x 
‘ b Pe 5,4 6,8 | 1,4 8,0 st 2 
2. Brenztraubensiiure ohne Phosphat (Kontrollversuch). 
Versuch a | 0,9 1,1 1,3 1,4 1,5 Pe 2.0 
» bd 09 1,1 1,3 1,4 15 | 1,7 2.0 
3. Brenztraubensiure + 0,1°/, Phosphat. 
Versuch a 1,0 1,5 2,0 | 2,5 3,0 3,2 5,0 
» db 1,0 1,5 19 | 22 2.7 2 ¢ 4.8 
4. Brenztraubensiiure + 0,2°/, Phosphat. 
Versuch a | 1,6 3,0 4,4 5,2 6,0 6,4 8,0 
“ b | 1,7 2,9 4,6 5,2 61 | 68 8,0 
5. Brenztraubensiiure + 0,3°/, Phosphat. 
Versuch a 18 | 32,7 4,6 5,1 | 5,6 6,0 | 8,0 
b 1s | 27 4,4 5S | OF 6,1 8,0 
6. Brenztraubensiure + 0,4°/, Phosphat. 
Versuch a | 1,4 3,5 5,1 | 5,4 59 | 6,3 8,0 
a b | 1,5 3,5 5,0 | 5,4 5,8 6,2 8,0 
7. Brenztraubensiure + 0,5°/, Phosphat. 
Versuch a | 1,4 3,8 | 5,5 6,0 6,7 | 7,0 | 8,0 
» bd] 14 40 | 5,6 5,9 64 | 67 | 80 
') x bedeutet: Versuch abgebrochen. 
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B. Mikroskopische Untersuchung der Hefe wihrend 
der Girung. 











—_——— 


Anzahl der toten Hefezellen nach Stunden 5 24 
1. Hefe aus Glucoselésung ohne Phosphat (Kon- */o °/o 

OORVORUUER 6 sc ke ae eee re ee 8 6 
2. Hefe aus Brenztraubensiiure ohne Phosphat 

(Rontroliversueh) . . . 1. 1. © © «© ww 100 100 
3. Hefe aus Brenztraubensiure + 0,1°/, Phosphat 98 100 
Of aes be ‘s + 0,2°/, _ 97 99 
D4 ” ” os 0,3°/, ” 713 98 
6. 5 ” ” + 0,4 "lo ” 64 99 
ce ae R +0,5%, 4, 58 90 








C. Nachpriifung der Hefe auf Girfihigkeit in Malzwiirze. 























24 


x 


0 


ie 8} 
a) 


CO 
co) 


x 


, : | 
Niro ft] 2 fe 4 fee 
1. Hefe aus Glucoselésung ohne Phosphat (Kontrol!versuch). 
eem CO, igo | x | « | wm 1 mw It oe 
2. Hefe aus Brenztraubensiure ohne Phosphat (Kontrollversuch). 
eem CO, | Oo | O 0 | O 0 0 
3. Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,1°/, Phosphat. 
eem CO, f 0 0 0 0 | O 0 
4, Hefe aus Brenztraubensaure + 0,2°/, Phosphat. 
ecm COQ, ft o | o | 0 | O | O 0,1 
5. Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,3°/, Phosphat. 
eem CO, | O | 0,1 04 | 0,7 | 1,4 2,3 
6. Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,4°/, Phosphat. 
eem CO, | 0,5 | 38,6 7,5 SO | x i x | 
7. Hefe aus Brenztraubensiure + 0,5°/) Phosphat. 
ecm CO, | 1,0 | 6,8 80 .i «mw | Km | eM 


x 


Jetzt folgt die biologische Kontrolle der Hefe wahrend 
und nach der Girung. Es wurden einmal die toten Zellen 
nach der Methylenblaumethode gezihlt, dann auch der physio- 
logische Zustand der Hefe durch die Nachgirung in einer 
idealen Nihrlésung, der Malzwiirze, gepriift. Das Nihere 


tiber 
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die Methodik ist in der ersten Mitteilung zu finden. Die 
Tab. 1B zeigt uns im 7. Versuch, daB nach 5 Stunden erst 
58°/, der Hefezellen abgestorben sind, wihrend bei Anwendung 
von ungepufferter Saiure bereits alle Zellen tot waren (Vers. 2). 
Die Hefe in Glucoselésung fiihlt sich dagegen iiuBerst mobil, 
denn die Zihlmethode liBt nur 3°/, tote erkennen. Jedenfalls 
war hiermit zum ersten Mal gezeigt worden, daB man 
eine ziemlich intensive Vergirung der Brenztrauben- 
siure erhalten kann unter Schonung des Lebens der 
Zellen. Aber ein durchgreifender Erfolg ist noch nicht zu 
verzeichnen, denn nach 24 Stunden EHinwirkungszeit waren in 
Versuch 7 90°/, Zellen zugrunde gegangen, wihrend der Zucker- 
versuch nur 6°/, tote aufwies. 


Tabelle 2. 


Garversuche mit 1°/, iger Brenztraubensaure bei Zusatz 
verschiedener Mengen Na,HPO,-2H,0. 


5° 


/) untergirige Bierhefe des Instituts f. Girungsgewerbe zu Berlin 
(20. 1. 1927). 


A. Giirversuch. 





Nach Stunden 1 2 7 24 
1. Glucose 1°/, ohne Phosphat (Kontrollversuch). 
ecm CO, | 4,9 7,3 8,0 x x x x x 
2. Brenztraubensiiure ohne Phosphat (Kontrollversuch). 

ecm CO, | 1,3 4,7 5,6 6,0 6,3 6.5 6,7 oe 
8. Brenztraubensiiure + 0,1°/, Phosphat. 

ecm CO, | 1,2 5,3 7,1 8,0 x x x x 
4, Brenztraubensiiure + 0,2°/, Phosphat. 

eem CO, | 1,2 4,7 6,7 7,9 7,6 7,8 3.0 8,0 
5. Brenztraubensiiure + 0,3°/, Phosphat. 

eem CO, | 0,7 8.6 5,6 | 6,5 7,0 7,1 7,5 8,0 


6. Brenztraubensiiure + 0,4°/, Phosphat. 
cem CO, | 0,5 | 3,0 | 4,9 | 60 | 63 | 67 | 7,0 | 76 
7. Brenztraubensiure + 0,5°/, Phosphat. 


ecm CO, | 0,7 3,0 | 4,5 | 5,4 5,7 59 | @2:1 IT] 





ee 2.0 
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B. Mikroskopische Untersuchung der Hefe wihrend 
der Girung. 





Anzahl der toten Zellen nach Stunden 5 24 

= 0 0 

1. Hefe aus Glucose ohne Phosphat (Kontroll- 0 /o 
versuch) ; 5 11 


2. Hefe aus Brenztraubensiiure ohne Phosphat 








(Kontrollversuch) Ls = e a ee 8 92 100 
3. Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,1°/, Phosphat 42 50 
os ; +0,29/, 39 40 
i.» « : +03, 4, 33 36 
Sw ws " + 0,4°/, ‘ 27 33 
. wu & A + 0,5, 17 22 


C. Nachprifung der Hefe auf Giarfihigkeit in Malzwiirze. 








| 
bo 
~~ 


Nach Stunden 1 2 | 3 4 5 | 6 





1. Hefe aus Glucose ohne Phosphat (Kontrollversuch). 

eem CO, | 8,0 x x x x | & 4. Ss x 
2. Hefe aus Brenztraubensiiure ohne Phosphat (Kontroliversuch). 
ecm CO, | 0 0 0 0 0 0 0 0 


9 


3. Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,1°/, Phosphat. 

ecm CO, | 0 0 0,2 0,6 1,2 | 2,0 8,2 | 8,0 
4. Hefe aus Brenztraubensiure + 0,2°/, Phosphat. 

eem CO, | 1,4 8,0 x x x x xX | xX 
5. Hefe aus Brenztraubensiure + 0,3°/, Phosphat. 

ecm CO, | 2,0 8,0 x x x mn | * | & 
6. Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,4°,, Phosphat. 

eem CO, | 3,0 8,0 x x x x | x 1 & 
7. Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,5°/, Phosphat. 


ecm CO, | 7,0 8,0 x x x | * xX | &X 


Kntsprechend diesem Resultat fiel auch die Nach- 
prifung der Hefe auf Giarfihigkeit in Malzwiirze 
aus. Die 10°/, lebenden Zellen fiillten das Giirréhrchen 
bereits nach 3 Stunden bei Anwendung optimaler Lebens- und 
Fortpflanzungsbedingungen. (Idealer Na&hrboden, _ giinstige 
Temperatur, Tab. 1, C7.) Die in Glucose gegorene Hefe hatte 
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bereits innerhalb einer Stunde 8 ccm Kohlensiiure entwickelt. 
Der Versuch auf Tab. 2, der in derselben Weise, jedoch mit 
einer anderen Hefeprobe angesetzt worden war, gab bedeutend 
bessere Resultate. Wir erreichten, da8 in gepufferter Brenz- 
traubensiiure, die relativ schnell vergoren wurde, im _ besten 
Falle nur 22°/, tote Zellen nach 24 Stunden zu konstatieren 
varen. Der entsprechende Zuckerversuch gab in diesem Falle 
11°/, tote Zellen (2, Blu. 7). Mithin ist das Resultat als 
ziemlich gut zu bezeichnen. Die Kontrolle mit reiner Brenz- 
traubensiure lieferte wie gewohnlich 100°/, tote Zellen und 
dementsprechend keine Nachgiirung in Malawiirze (2, C2). Die 
weiteren Ergebnisse des Versuches sind ohne weiteres aus den 
‘Tabellen zu ersehen. 


Labelle 3. 


Vergarung von Brenztraubensaure (1°/,) bei Gegenwart von 
Lysin und Glykokoll. 


U-Hefe des Instituts fiir Girungsgewerbe zu Berlin (27. I. 27). 


A. Girversuch. 








ls ee se _ es 





t i 
; ss | La ; i 
Nach Stunden ; 2 3 4 {| 5 6 ' 24 
i i 
1. Glucose 1°/, (Kontrollversuch). 
ecm CO, | $64 1 8a; x x x x x 8.0 


2. Brenztraubensiiure (Kontrollversuch). 
Cer *) | ) () I ©) -F oo 7 9) 7 ) 7 %) g | 9) Q | 9 0 
Voli JS 2 m5 | Sev mist wis b mig f fe oO | we eO V5 


3. 06,1 cem Brenztraubensiure + 0,12 g Lysindichlorid + 


1 cem n/10-NaQOH. 


eem CO, | 2,8 5.4 | 6,9 | 7,4 8,0 x < | 8,0 
4. 0,1 ccm Brenztraubensiiure + 0,06 g Lysindichlorid + 
5 ecm n/10-NaOQH + 6 eem H,O. 
ecm COQ, | 2,8 6,7 8,0 x x es tM 8,0 


5. 0,1 com Brenztraubensiure + 0,105 g Glykokoll + 12 cem H,0. 
eem CO, | 24 | 68 | 80 | x Hn et #7 
6. 0,1 cem Brenztraubensiiure + 0,052 g Glykokoll + 12 cem H,0. 
ecm CO, |} 24 | 65] 80 | x | x “— bs 8,0 
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B. Mikroskopische Untersuchung der Hefe wiihrend 
der Girung. 














Anzahl der toten Zellen nach Stunden 5 24 

"/o “Lo 

1. Hefe aus Glucose (Kontrollversuch) . . . . . 4 8 
2. ,,  ,, Brenztraubensiiure (Kontrollversuch) 100 100 
s&s & ” +0,12 g Lysindichlorid 6 15 
he ssa wie r +0,06 g ‘ 15 15 
i wa «ws 7 +0,105 g Glykokoll. . 18 22 
i. a 4 ‘ +0,052 g . »«at 27 


C. Nachpriifung der Hefe auf Girfihigkeit in Malzwirze. 








Nach Stunden 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | | 24 


el 








1. Hefe aus Glucose (Kontrollversuch). 
eem CO, | 80 {| x | — | — oon ro —_~ i _-— 
(40 Min.) 
2. Hefe aus Brenztraubensiure (Kontrollversuch). 
ecm CO, | 0 | O | O 0 | Oo | oO | 0 { O 
3. Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,12 g Lysindichlorid + NaOH. 
eem CO, | 80 | x | —f{[otft}-ftot}—-tft-—- 
(47 Min.) 


eersaeeuane® 


4, Hefe ans Brenztraubensiiure + 0,06 g Lysindichlorid + NaOH. 
ecm CO, | 8,0 x | — | —f{- — |— 
(55 Min.) 


| 
! 


5. Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,105 g Glykokoll. 
eem CO, | 64 | 80] x | | — | — | — | = 
(68 Min.) 
6. Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,052 g Glykokoll. 
eem CO, | 53 | 80 x | — | — | — [1 - — 
(93 Min.) 


Lysin und Glykokol! sind fiir unsere Versuche aus- 
gezeichnete Puffer. Die Diaminosiiure lag uns als Chlorhydrat 
vor und zwar als ilteres Praiparat aus dem Kutscherschen 
physiologischen Laboratorium. Sie sah grau aus und wurde, 
um Verluste zu vermeiden, gleich in diesem Zustande!) zu den 


*) Analyse: Lysindichlorid ber, 32,37°/, Cl gef. 31,98 °/, Cl. 
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orientierenden Versuchen verwendet. Wir danken auch an 
dieser Stelle Herrn Prof. P. Lindner fiir die liebenswiirdige 
Uberlassung des Priparates. Als Glykokoll diente das Handels- 
produkt der Firma Kahlbaum. Von beiden genannten Pri- 
paraten war, wie wir vermuteten, das Lysin in der vorliegenden 
Konzentration das wirksamste. Selbstverstindlich wurde die 
Salzsiiure durch Natriumhydroxyd gebunden. Tab. 3, B zeigt 
die schiitzende Wirkung auf die lebende Zelle. Nur 15°), 
waren abgetitet nach 24 Stunden, der Glykokollversuch gab 
22 bzw. 27°/, tote Zellen. Alles weitere ist aus den Tabellen 
zu ersehen. 
Tabelle 4. 
Girversuche mit 1°/,iger Brenztraubensdiure bei Zusatz 
verschiedener Mengen Na,HPO,-2H,0. 


5°/, untergiirige Bierhefe des Instituts fiir Girungsgewerbe zu Berlin 
(25. I. 27). 


A. Girversuch. 





Nach Stunden 1 |; 2 | 8 i ey we tf « | 7 24 


1. Glucose (1°/)) ohne Phosphat (Kontrollversuch). 
cem CO, | 6,1 1,3 7,7 | 8,0 x | x | x | 8,0 


“~ } “s5 
2. Brenztraubensiiure ohne Phosphat (Kontrollversuch). 
ecm CO, / 15 | 25 | 28 | 3,0 3,1 | 3,2 | 3,2 3,4 


> 


3. Brenztraubensiure + 0,1°/, Phosphat. 

ecm CO, | 13 | 28 | 33 | 35 | 87 | 38 | 39 | 4,2 
4, Brenztraubensiiure + 0,2°/, Phosphat. 

eem CO, | 1,8 | 3,0 | 34 | 86 | 38 | 4,0.| 4,1 | 4,5 
5. Brenztraubensiiure + 0,3°/, Phospat. 

eem CO, / 1,3 | 3,8 | 4,4 | 4,7 | 4,9 


d,1 


6. Brenztraubensiiure + 0,4°/, Phosphat. 
eem CO, , 18 50 | 68 | 72 | 77 | 80] x | 8,0 
7. Brenztraubensiiure + 0,5°/, Phosphat. 
em CO, | 12 | 46 / 60] 66 | 7,2 | 7,6 | 7,8 | 8,0 
8. Brenztraubensiure + 1°/, Lysin. 
ecm CO, | 0,6 | 3,0 | 4,2 | 5,0 | 5,3 | 56 | 60 | 7,0 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXVITII, 16 
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Tab. 4 enthalt einen Versuch mit Brenztraubensiure, bei 
dem die Phosphatpufferung nicht besonders giinstig wirkte, 
Lysin dagegen ein Resultat im gewiinschten Sinne gab. 


Obgleich wir einen Schritt weitergekommen sind in der 
Erkenntnis einer plasmophilen Vergirung der Brenztrauben- 
siure, so erachten wir diese Versuche natiirlich nicht als ab- 
geschlossen. Das ideale Ziel, das wir, wie in der FuBnote 
schon bemerkt, aus iuBeren Griinden nicht weiter verfolgen 
konnten, wire das, genau so wenig tote Zellen nach der 
Garung zu finden wie bei der Zuckerspaltung, was wir 
bereits mit Dioxyaceton?) erreicht haben. Dieser Stoff, 
der uns in reinster Form von H. 0. L. Fischer zur 
Verfiigung gestellt wurde, zeigte hierbei eine tadellose Ver- 
garung. 

Mit welchen Mitteln die lebende Hefezelle bei 
der Zuckerspaltung die Brenztraubensdure entgiftet, 


wenn dieselbe nach der Neubergschen Formulierung 
entsteht, ist noch zu ergriinden. 


B. Mikroskopische Untersuchung der Hefe wihrend 
der Girung. 











heoiiil | der toten Shitten anil: Stunden 5 24 
1, Hefe aus nies wy Phosphat en fo °/o 
versuch) . . . 3 7 
2. Hefe aus Renionibiininate dine Phosphat 
(Kontrollversuch) . . . . . 100 100 
3. Hefe aus Brenztraubensiure +0,19/, on 100 100 
< ws ss - +0,2°/ - 96 100 
re r +03") 93 96 
se « x +0,4°/, 5, 73 78 
* + - - +0,5°), - 64 70 
cS sc | e + Lysindichlorid 
ae ee ee ae ee ee 14 16 











) Zweite Mitteilung, a. a. O.; eine weitere Publikation liegt im 
Manuskript nahezu fertig vor. 





Uber die Vergiirung der Brenztraubensiure. 
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C. Nachpriifung der Hefe auf Girfihigkeit in Malzwiirze 
Nach Stunden 1 2 | 3 4 5 | @ 


| 6 | 7 24 
1. Hefe aus Glucose ohne Na,HPO, (Kontrollversuch). 
eem CO, | 8,0 x i « | 


“.’ 


at ¥ “= i 
2. Hefe aus Brenztraubensiiure ohne Na,HPO, (Kontrollversuch). 
eem CO, | oO 0 | 0 | O 0 eo | ££ ts 
3. Hefe aus Brenztraubensiure + 0,1°/, Phosphat. 
eem CO, | 0 0 | 0 0 0 ae a 
4, Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,2°/, Phosphat. 
cem CO, | 0 oe | © 0 |; O 0; 0 {| O 
5. Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,3°/, Phosphat. 
eem CO, | 0 0 0 oe ; @ } # 0 | O 


6. Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,4°/, Phosphat. 
ecm CO, i oO | 0,2 | 0,2 | 0,3 | 


05 | 09 | 1,5 | 3 
Hefe aus Brenztraubensiiure + 0,5°/, Phosphat. 
eem CO, | 0,1 | 


4 


| 13 | 40] 65] 80] x | x | x 
8. Hefe aus Brenztraubensdure + Lysin. 
eem CO, | 3,0 8,0 e+ et wet w@ h PS 


Die Versuche 2—8 konnten nicht mit der ganzen Menge 
Hefe angestellt werden, da ein Teil beim AbgieBen der Brenz- 


traubensiure mit dieser fortgeschwemmt wurde. 











Uber Alkoholgdrung. 
(XIII. Mitteilung,) 
Die Nichtexistenz der zellfreien Garung. 
Von 
S. Kostytschew, G. Medwedew und H. Kardo-Sysojewa. 


Mit 7 Figuren im Text. 





(Aus dem Laboratorium fir Biochemie der Pflanzen d. Akad. d. Wissensch. in Leningrad.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Mai 1927.) 


Die Entdeckung Buchners’), daB HefepreBsaft alkoholische 
Girung hervorruft, bildete die Grundlage der vom genannten 
Forscher zuerst ausgesprochenen Theorie der zellfreien Girung. 
Bald darauf erwies es sich, daB auch die entwisserte Hefe giir- 
fihig ist.) v. Lebedew?) hat die beiden genannten Methoden be- 
deutend vereinfacht: durch vorsichtiges Trocknen der abgepreBten 
Hefe bei 15—35° wird die girfihige ,,Dauerhefe* dargestellt. 
Durch Maceration dieser Trockenhefe mit Wasser und nach- 
folgende Filtration erhailt man einen klaren, girfahigen Mace- 
rationssaft. 

Vorerst wurde die Buchnersche Theorie fast einstimmig 
als richtig erkannt, mit der Zeit vermehrten sich jedoch die 
der genannten Theorie widersprechenden Tatsachen. vy. Euler 
und dessen Mitarbeiter*) haben als erste darauf hingewiesen, 


Se sora 





1) E. Buchner, Chem. Ber. Bd. 30, 8, 112 (1897); Zymasegiirung 
1903). 

2) R. Albert, E. Buchner und R. Rapp, Chem. Ber. Bd. 35, 
S. 2376 (1902). 

8) A. v. Lebedew, Diese Zs. Bd. 73, S. 447 (1911); Ann. Past. 
Bd. 26. S. 8 (1912). 

4) H.v. Euler u. B. af Ugglas, Diese Zs. Bd. 70, S. 279 (1911); 
v. Euler und Kuhlberg, ebenda Bd. 71, S. 14 (1911). 
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daB zwischen der Intensitit der zellfreien und der vitalen 
Girung einer und derselben Hefemenge kein befriedigendes 
Verhiltnis besteht. Analoge Einwinde wurden alsdann von 
Rubner?), Giaja’), Abderhalden und Fodor*) und Sobotka*) 
gemacht. Es ergab sich in der Tat, daS bei der Zerstérung 
der Zellstruktur der gréBte Teil der ,Zymase“ verschwindet, 
obgleich die bei der zellfreien Girung angeblich tatige Zymase 
ziemlich widerstandsfihig ist. 

Alle soeben zitierten Forscher bezweifeln jedoch keines- 
wegs die Existenz der zellfreien Garung und bestreben sich 
also den urspriinglichen Gesichtspunkt Buchners durch ver- 
schiedene ,,kompensierende“ Hypothesen zu korrigieren. So 
nimmt Rubner an, da8 in Hefezellen neben der fermentativen 
Girung noch die von derselben unabhingige und bedeutend 
intensivere vitale Girung existiert, die nach Zerstérung der 
plasmatischen Struktur sofort verschwindet. Abderhalden 
iuBert sich dahin, da& die Zymasewirkung einen duBerst ver- 
wickelten Vorgang darstellt, bei dessen Verwirklichung nicht 
bloB einzelne Bestandteile, sondern die Gesamtheit der Zell- 
bestandteile, das Protoplasma, beteiligt ist. Nun bildet die 
eigenartige kolloide Struktur das wichtigste Merkmal des Zell- 
plasmas; nach Zerstérung dieser Plasmastruktur verschwinden 
einige Hermentwirkungen. Was nun den PreB- bzw. Mace- 
rationssaft anbetrifft, so ,,scheint ihr Kolloidzustand noch nicht 
geniigend verwandelt zu sein, um ein Zusammenwirken vollstandig 
zu verhindern. Der Saft lebt somit in gewisser Beziehung, indem 
die Hauptfunktion des protoplasmatischen Ganzen noch nicht 
unterbunden ist“. v. Euler betrachtet in analoger Weise die 
nach y. Lebedew getrocknete Hefe als ein Gebilde, das eine 
Mittelstellung zwischen Totem und Lebendigem einnimmt. 


*) M. Rubner, Die Ernihrungsphysiologie d. Hefezelle bei d. 
alk. Gir. (1918). 

*) Giaja, Comptes rendus de la soc. de biol. Bd. 82, S. 804 (1918). 

’) E. Abderhalden und A. Fodor, Fermentforschung Bd. 5, 8. 138 
(1921); E. Abderhalden, ebenda Bd. 8, S. 574 (1926). 

‘) H. Sobotka, Diese Zs. Bd. 184, S. 1 (1924); Bd. 145, S. 91 
(1925). 
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v. Euler bezeichnet als zymatische solche Hefezellen, die nicht 
mehr wachstumsfihig, wohl aber noch girfahig sind. 

Diese kurze Ubersicht der einschligigen Literatur zeigt 
wohl, daf die Fermenttheorie der Girung in ihrer urspriing- 
lichen Form unhaltbar geworden ist. Nun glauben wir den 
Sachverhalt dadurch bedeutend zu vereinfachen, daB wir die 
Existenz der zellfreien Girung iiberhaupt als unbewiesen 
erkliren. Die weiter unten dargelegten experimentellen Be- 
funde, die, unserer Meinung nach, zu einer derartigen Schlub- 
folgerung fiibren, sind allerdings so unerwartet, daB Buchner 
und seine nichsten Nachfolger wohl das Recht hatten, ihre 
Resultate als eindeutige zu betrachten. 


Experimentelles. 


Versuche mit Trockenhefe. 


Abderhalden und Fodor (a. a. O.) haben wohl als erste 
die Anschauung entwickelt, daB die alkoholische Girung von 
Trockenhefe lediglich auf die Zuckerspaltung durch lebende 
Hefezellen zuriickzufiihren ist. Die genannten Forscher zogen 
noch eine scharfe Grenze zwischen Trockenhefe nach v. Le- 
bedew einerseits und Praiparaten von Acetondauerhefe andrer- 
seits, doch hat alsdann Sobotka (a. a. O.) dargetan, daB simt- 
liche durch Entwisserung dargestellten Priparate von ,,Dauer- 
hefe“ lebensfihige Zellen enthalten. Auch die nach dem ur- 
spriinglichen rohen Verfahren von Albert, Buchner und 
Rapp dargestellte Acetondauerhefe verdankt nach Sobotka 
ihre Girfihigkeit den lebenden Hefezellen.?) 

Sowohl Abderhalden als Sobotka nehmen an, daB die 
getrockneten Hefezellen durch Entwisserung nicht getétet 
werden: nach Eintragen in die Zuckerlésung quellen sie wieder 
auf und gehen in den lebenstatigen Zustand iiber. Die neueste 
Arbeit von v. Euler und Barthel?) hat auBerdem dargetan, daf 
wachstumsfaihige Hefezellen nur einen ganz geringen Teil der 





1) Den ersten mikrobiologischen Nachweis der lebenden Hefezellen 
in Trockenhefepriiparaten lieferten wohl S. Kostytschew und W. Bril- 
liant, Diese Zs. Bd. 85, S. 507 (1918). 

*) H. v. Euler und G. Barthel, Diese Zs. Bd. 159, S. 85 (1926). 
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Gesamtzahl der Zellen bilden. In einem vorerst mit absolutem 
Alkohol behandelten Priiparat von Trockenhefe betrugen 
die fortpflanzungsfahigen Zellen etwa 1,,,,,, der insgesamt 
vorhandenen. 

Auf den ersten Blick scheint dadurch die Frage der 
Trockenhefegirung dahin beantwortet zu sein, dab am Girungs- 
vorgange nicht nur die vollkommen lebenstitigen, sondern auch 
die halbgetéteten ,,zymatischen“ Zellen teilnehmen. Wir ge- 
langten jedoch zu anderen Schlubfolgerungen, obgleich die 
Resultate unserer Bestimmungen der Anzahl von lebenden 
Hefezellen mit denjenigen von v. Kuler und Barthel iiber- 
einstimmen. 

Wir arbeiteten mit einer Rasse von Frohberg-Hefe, die 
uns vom Laboratorium der Brauerei Stenka Rasin in liebens- 
wirdiger Weise zur Verfiigung gestellt wurde. Die Trocken- 
hefe haben wir auf folgende Weise bereitet: frische Hefe wurde 
zunichst im Strome von Leitungswasser ausgewaschen, dann 
abgepreBt und in einem sehr trockenen Raume bei Zimmer- 
temperatur in fuBerst diinner Schicht ausgebreitet. Nach 
24 Stunden war die Hefe vollkommen trocken. Nur zur Be- 
reitung von Macerationssaft haben wir die abgepreBte Hefe 
meistens bei 28—30° getrocknet. In Trockenhefepraiparaten 
haben wir die Anzahl der wachstumsfihigen Zellen ermittelt 
und zwar durch Plattenkulturen auf Bierwiirzegelatine, wie es 
auch vy. Kuler und Barthel (a. a. O.) getan haben. AuBerdem 
bereiteten wir Suspensionen einer genau festgestellten Anzahl 
von lebenden Hefezellen. Zur Bereitung dieser Suspensionen 
bedienten wir uns der Zihlkammer von Thoma. Wir be- 
zeichnen unsere Suspensionen durch Zahlen, welche die Menge 
der lebenden Hefezellen in 1/,,,, cmm ausdriicken. 

Das Gros unserer CO,-Bestimmungen haben wir nach der 
urspriinglichen Methode von Buchner und vy. Lebedew, d.i. 
durch Wagung der mit Meisslschem Girverschlu8 versetzten 
Kélbchen ausgefiihrt. Ein jedes Kélbchen wurde mit 20 ccm 
Rohrzuckerlésung bzw. Macerationssaft versetzt. Die Zahlen 
der Hefesuspensionen beziehen sich immer auf die Gesamt- 
menge der Fliissigkeit (20 ccm). Die in Trockenhefe enthaltenen 
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lebenden Zellen wurden hierbei nicht mitgerechnet. Als ,,Anti- 
septikum“ diente gewéhnlich Toluol und zwar ebenfalls in der 
von Buchner und v. Lebedew verwendeten Menge (0,2 ccm 
in je einem Kélbchen). Samtliche Versuche wurden bei Zimmer- 
temperatur ausgefiihrt. 


Vorversuch 1, 


i0°/,ige Zuckerlésung. Versuchsdauer 19 Stunden. 








Ansatz 








Trockenhefe 0,5 g 
Hefesuspension 1,4 . 
Hefesuspension 1,4 . 


Tirockenhefe 0,5 g in Hefesuspension 1,4 


Vorversuch 3. 


0,02 


0,03 
0,03 
0,23 





CO, in g 


15°/,ige Zuckerlésung. Versuchsdauer 45 Stunden. 





Ansatz nach Stunden 
21 | 24 
Hefesuspension 0,75... .. . 0,00 | 0,00 
Hefesuspension 7,5 ...... 0,04 | 0,03 
Trockenhefe 05g... .. 2. ~~. 0,01 | 0,00 
Trockenhefe lg ....... 0,10 | 0,03 
Suspension 0,75 + Trockenhefe 0,5 g 0,06 | 0,44 
Suspension 0,75 + Trockenhefe 1 g . 0,15 | 0,51 
Suspension 7,5 + Trockenhefe 0,5 ¢. 0,40 | 0,40 
Suspension 7,5+ Trockenhefeig . 0,59 | 0,70 
Suspension 0,75 + Kochsaft aus | 
0,5g Trockenhefe. .... . 0,05 | 0,20 
Suspension 7,5 + Kochsaft aus 
0,5 g Trockenhefe. .... . 0,25 0,33 








Kohlendioxyd in g 





Summe 
45 Stunden 


0,00 
0,07 
0,01 
0,13 
0,50 
0,66 
0,80 
1,29 


Aus diesen Vorversuchen ist folgendes zu ersehen: 


* 


(verg.) 


Eine geringe Menge von Trockenhefe (im vorliegenden 


Falle 0,5 g) erzeugt keine nennenswerte Garung. Diese Tatsache 
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‘wurde bereits von v. Euler und Myrbick?) hervorgehoben. 
Auch eine ganz geringe Menge der lebenden Hefezellen (0,75 
Zelle pro 3/459) cmm) ist nicht girfihig. 

2. Nach Zusatz einer nicht girfahigen Menge von Trocken- 
hefe zu einer nicht girfahigen Hefesuspension ist eine ziemlich 
intensive Giirung zu verzeichnen. Diese Erscheinung ist noch 
auffallender, wenn man Hefesuspension 7,5 mit 1 g Trocken- 
hefe vereinigt und zwar setzt dann eine lebhafte Gasausscheidung 
sofort ein. Eine analoge aber schwichere Stimulierung der 
Girung von Hefesuspensionen wird auch durch Kochsaft aus 
Trockenhefe bewirkt. 


Auf Grund dieser Erfahrungen sind wir weiterhin auf 
folgende Weise vorgegangen: wir bestimmten durch Platten- 
kulturen die Anzahl der wachstumsfahigen Zellen in unseren 
Trockenhefepriparaten und stellten folgende Versuchsreihen an: 
erstens eine Versuchsreihe mit steigenden Mengen von Trocken- 
hefe, zweitens aber eine Versuchsreihe mit einer konstanten 
Menge von Trockenhefe unter Zusatz von steigenden Mengen 
der lebenden Hefezellen. Diese Versuche ergaben Resultate, 
welche zeigen, da8 die Garung von Trockenhefe lediglich 
durch die anwesenden fortpflanzungsfahigen Hefezellen hervor- 
gerufen wird. Als Muster unserer Untersuchungen mégen die 
folgenden Versuche dienen. | 

0,3 g Trockenhefe wurde in 200 ccm Wasser gleichmaBig 
verteilt. Die Zaihlung ergab 2,4-10* Zellen in 1 cmm. Daher 
sind in 1 g unserer Trockenhefe 4 0,16-101! Zellen enthalten. 
Die Plattenkulturen ergaben, daB in 1 g Trockenhefe 0,14-107 
fortpflanzungsfaihige Zellen nachgewiesen werden kénnen. Diese 
Zahl ist vielleicht etwas zu niedrig, wie es auch y. Kuler und 
Barthel betonen, denn die Zellverbande in Trockenhefe lassen 
sich schwer zerteilen. 

Eine Mischung von 0,5 g Trockenhefe 4 und 20 com Wasser 
oder Zuckerlésung ist also zugleich eine Suspension der lebenden 
Hefezellen, die 3/,,,—/,, Zelle in 1/,,,, cmm enthalt. 


i 





1) H. vy. Euler und K.Myrbick, Diese Zs. Bd. 117, S. 28 
(1921). 
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Versuch 4. 


Ein jedes Versuchskélbchen enthilt 20 cem Wasser, 3 g Rohrzucker 
und verschiedene Mengen von lebenden Hefezellen mit oder ohne 1 g 
Trockenhefe. Versuchsdauer 21 Stunden. 














CO, ing 
Hefesuspension 1/, . . . . . ss - 0,00 
7 i 0,01 
. Se ree 0,01 
Eas eraser 0,01 
4 eae 0,02 
gee, OA Sgt ote © 0,03 
Trockenhefe 1 g ohne Hefesuspension . 0,16 
1g mit n" t/, 0,25 
lg » és 1 0,39 
lg 5 . 2 0,50 
lg » ” 4 0,54 


Die Resultate dieses Ver- 
054 _ suches sind in der Fig.1 graphisch 
| c dargestellt. 
| Die folgenden Versuche er- 
03] gaben noch schirfere Resultate, 
|Z da die Menge der Trockenhefe nur 
| 0,5 g betrug. 
| 








; 2 + Versuch 8. 


Fig. 1. Ein jedes Girkélbchen enthilt 20 cem 

einer 20 °/, igen Zuckerlésung und 

0,5 g Trockenhefe, auBerdem aber verschiedene Zusiitze der lebenden 

Hefezellen. Die folgenden Zahlen sind Mittelwerte von zwei parallelen 
Serien. Versuchsdauer 47 Stunden. 








CO, in mg 
Trockenhefe ohne Hefesuspension . 30 
mit ‘ "les 50 
” : ys “hu 70 
¥ 7 1), 200 
“ : i 1) 280 
7 ‘ : 1, 520 
1 740 
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Die Resultate dieses Versuchs sind in der Fig. 2 graphisch 
dargestellt. 


Versuch 11. 


Ein jedes Giirkélbchen enthilt 20 cem einer 30 °/,igen Zuckerlésung 

und 0,5 g Trockenhefe, wodurch eine Suspension '/,,.—1/;, der lebenden 

Hefezellen entstand. AuSerdem wurden verschiedene Mengen der lebenden 

Zellen zugesetzt. Versuchsdauer 45 Stunden. Die folgenden Zahlen sind 
Mittelwerte von zwei parallelen Serien. 








CO, in mg 

Trockenhefe ohne Zusatz von Zellen (Susp. '/, 50) 20 
a mit Hefesuspension '/,, . . . 35 
ee 50 

Pe 75 

1}, 140 

11, 420 

P 775 

‘ 1 1000 





Die Resultate dieses Versuches sind in der Fig.3 graphisch 
dargestellt. 




















Versuch 14. 


Kin jedes Girkélbchen enthilt 20 cem 15 °/,ige Zuckerlésung und 
0,5 g von einem anderen Priparat von Trockenhefe, welches eine etwa 
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10mal gréBere Menge der lebenden Zellen enthilt, als das im vorigen 
Versuche verwendete Priparat. Versuchsdauer 72 Stunden. 

















CO, in mg 
Trockenhefe ohne Hefesuspension. . 50 
. mit ‘i Iles 50 
’ “/16 60 
%? ’ . 8 90 
”? 39 . ‘4 130 
‘ ‘ 1 530 
; 1 1010 
2 1140 





Die Resultate dieses 
Versuches sind in der 
i Fig.4 graphisch dargestellt. 








Fig. 4. Fig. 5. 


Versuch 6. | 
Ein jedes Girkélbchen enthalt 20 cem 25°/,ige Zuckerlésung und ver- 
schiedene Mengen von Trockenhefe A, Versuchsdauer 48 Stunden. 














Trockenhefe in g CO, in g 
0,3 0,02 
0,5 0,03 
0,7 0,06 . 
0,9 0,10 
1,1 0,20 
1,3 0,33 
1,5 0,53 





Die Resultate dieses Versuches sind in der Fig. 5 graphisch 
dargestellt. 
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Versuch 10. 
Ein jedes Giirkélbchen enthilt 20 ecm 25 °/,ige Zuckerlésung und 
verschiedene Mengen von ‘Trockenhefe. In der einen Serie diente 
Toluol (0,2 ecm), in der anderen aber Thymol (0,2 g) als Antiseptikum. 
Versuchsdauer 45 Stunden. 














CO, in g CO, in g 
Trockenhefe in g a “ 
” mit Toluol | mit Thymol 
0,5 0,08 0,00 
1,0 . 0,30 0,04 
1,5 0,59 0,09 
2,0 1,46 0,14 
2,5 2,24 (verg.) 0,36 
3,0 2,30 (verg.) 0,48 
Die Resultate dieses Ver- | fo 
ie we ¥ 
suches sind in der Fig. 6 gra- / 
phisch dargestellt. 4 / 
4 / 
Versuch 13. S| i 


In diesem Versuche wurden ver- 
schiedene Priiparate von Trocken- 
hefe verwendet. Es wurde einer- 
seits die Anzahl der  lebenden 
Hefezellen, andrerseits aber das 
Girvermégen dieser Priparate be- 
stimmt. Ein jedes Girkélbchen 
enthielt 20 ecem einer 15° igen S 
Zuckerlésung und 1 g von einem 7 

















bestimmten Trockenhefepriparat. Fig. 6. 
Nr. des Priparats Anzahl der wachstumsfihigen CO, in 3 Tagen 
von ‘Trockenhefe | lebenden Zellen in 1 mg Trockenhefe g 
3 1000 0,25 
1 1440 0,47 
2 11800 0,90 
T 13 300 1,37 
51) | 115400 1,50 








*) Dieses Priparat war volikommen trocken und feinkérnig, wurde 
aber aus Brauereihefe von der ersten Girung bereitet. 
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Die graphische Darstellung der Resultate dieses Versuchs 
wiirde eine §-férmige Kurve geben, die den in vorigen Ver- 
suchen erhaltenen analog ist. 

Uberblicken wir die Resultate der obigen Versuche, so 
kommen wir zu folgenden Schliissen. . 

Bereits eine Verdoppelung der in Trockenhefe vorhandenen 
Menge der wachstumsfihigen Hefezellen hat eine deutliche 
Steigerung der Girungsintensitit zur Folge. Die weitere stufen- 
weise Vermehrung der Anzahl von lebenden Zellen bewirkt eine 
Verinderung der Girungsintensitit, die durch charakteristische 
S-f6rmige Kurven dargestellt wird. Ganz analoge Kurven 
erhalt man beim Vergleich der Girungsintensitat verschiedener 
Mengen von Trockenhefe, nur ist in diesem Falle ein schnelleres 
Steigen der Girungsintensitit zu verzeichnen, was auch nicht 
verwunderlich ist, da bei der Zunahme der Trockenhefemenge 
nicht nur die Anzahl der titigen lebenden Zellen, sondern 
auch die Menge des Katalysators steigt. Nun zeigt die §-Kurven- 
form, daB die in 0,5 g unserer Trockenhefe enthaltene Menge 
des Katalysators eine sehr starke Wirkung nur auf solche Hefe- 
suspensionen ausiibt, die weniger als 1 Zelle in '/,,,, cmm 
enthalten. Suspensionen, welche mehr als 1 Zelle in 1/,,., cmm 
enthalten, werden durch 0,5 g Trockenhefe erheblich schwicher 
stimuliert. Beim Vermischen gleicher Mengen der frischen und 
trockenen Hefe ist gar keine merkbare Stimulierung zu ver- 
zeichnen, wie es aus unseren unverOffentlichten Kontrollpriifungen 
zu ersehen war. 

Die nihere Betrachtung und Extrapolation unserer Garungs- 
kurven beweist, dab am Garungsvorgange nur lebende, wachs- 
tumsfahige Zellen beteiligt sind und somit keine zellfreie 
.Zymasegirung“ in Trockenhefe vor sich geht. Hine Er- 
giinzung zu dieser SchluBfolgerung liefert der Befund, daB die 
Giirwirkung verschiedener Hefepriparate eine Funktion der 
Anzahl yon wachstumsfihigen Zellen in den nimlichen Pra- 
paraten ist (Vers. 13). 

Was nun die vermeintliche ,antiseptische Wirkung“ von 
0,2 com Toluol in 20 ccm Zuckerlésung anbelangt, so ist die- 
selbe vollkommen illusorisch. Eine derartige Toluolmenge hat 
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nach unseren Erfahrungen gar eine etwas stimulierende Wir- 
kung auf lebende Hefe und ebenso auf Trockenhefe. Diesen 
Umstand hat iibrigens bereits v. Euler hervorgehoben. In 
Gegenwart von Trockenhefe und anderen kolloiden Stoffen 
werden die vorhandenen lebenden Zellen infolge der schiitzen- 
den Wirkung der Kolloide selbstverstindlich noch unempfind- 
licher. Die erheblich stiirkere hemmende Wirkung des Thymols 
ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, daB die ungelést 
gebliebene Thymolmenge sich am Boden des Kolbens, also in 
unmittelbarer Beriihrung mit den ebenfalls am Boden liegen- 
den lebenden Hefezellen befindet, wogegen der ungelést ge- 
bliebene UberschuB des Toluols an der Oberfliche der Zucker- 
lésung, also in einer bedeutenden Entfernung von den leben- 
den Zellen schwimmt. Es ist nach unseren Erfahrungen 
unmdglich, die Girwirkung der lebenden Hefezellen in Gegen- 
wart von Trockenhefe bzw. Hefesaft selbst durch 1 ccm und 
noch gréBere Toluolmengen zu verhindern. Oft hat man auch 
davon gesprochen, daB eine etwa 40°/,ige Zuckerlésung die 
Girung und Vermehrung von lebenden Hefezellen unterdriicken 
soll. DaB dies ganz unrichtig ist, erhellt ohne weiteres aus 
der Tatsacke, da eine lebhafte Girung und Vermehrung von 
Hefezellen im Bienenhonig sowie im Bliitennektar vor sich 
gehen kann. 

Wir gelangen also zur SchluBfolgerung, da& die alko- 
holische Giairung von Trockenhefe lediglich durch 
die anwesenden wachstumsfihigen Hefezellen her- 
vorgerufen wird. 


Versuche mit Macerationssaft. 


Selbst Sobotka, der mit besonderem Nachdruck be- 
hauptet, daB die Girung von Dauerhefen lediglich durch lebende 
Zellen bewirkt wird, macht einen prinzipiellen Unterschied 
zwischen Dauerhefen und Hefesiften: er nimmt an, daB die 
Girung von Hefesiften eine richtige zellfreie Girung ist. Diese 
Ansicht wird auch von anderen Forschern geteilt, die sich mit 
den Fragen der zellfreien Girung befaBten. Dies ist auch 
selbstverstindlich, wenn man die halbgetéteten ,,zymatischen“ 
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Zellen fiir die Girung von Trockenhefe verantwortlich macht. 
Seitdem aber erkannt worden ist, daB in Trockenhefe nur 
wachstumsfahige Zellen tiitig sind, ist die Annahme wahr- 
scheinlich geworden, da8 auch in Hefes&ften nur die an- 
wesenden lebenden Zellen giirfahig sind. Diese Annahme er- 
wies sich als richtig: wir haben gefunden, da8 in girfahigen 
Hefesiiften immer solche Mengen der lebenden Zellen enthalten 
sind, die nach obigen Angaben zu einer ziemlich intensiven 
alkoholischen Girung ausreichen. Es ist denn auch im Auge 
zu behalten, daB vy. Lebedew den Macerationssaft nur durch 
gewohnliche Faltenfilter zu filtrieren empfiehlt, Wahrschein- 
lich hat die Erfahrung gelehrt, daB man bei Filtration durch 
feinporése Filter schwach wirksame Sifte erhilt. Es ist zwar 
selbstverstindlich, daB die ersten Portionen eines durch Falten- 
filter filtrierten Saftes viele Hefezellen enthalten, doch kénnte 
es scheinen, daf bei einer iiber die Nacht dauernden Filtration 
die Hefezellen sich zu Boden setzen und die oberen Schichten 
des Filtrats zellfrei werden miissen. Dies ist jedoch keines- 
wegs der Fall. Die Hefezellen sinken aufSerst langsam zu 
Boden in einer Fliissigkeit, deren spezifisches Gewicht ihrem 
eigenen ungefaihr gleich ist. Sie vermehren sich vielmehr 
ziemlich intensiv und zwar auch bei vélliger Abwesenheit von 
Zucker. Dies ist u.a. daraus ersichtlich, daB die lebenden 
Zellen oft 30—80 °/, der Gesamtmenge der im Saft enthaltenen 
Hefezellen ausmachen. Die Annahme Buchners, dai der 
Hefesaft antiseptische Eigenschaften besitze und daher das 
Wachstum von Hefen und Bakterien verhindere, ist durchaus 
irrig, wie es auch Abderhalden (a. a. O.) betont. Der Mace- 
rationssaft stellt im Gegenteil ein ausgezeichnetes Medium fiir 
die Entwicklung von Hefen und Bakterien dar, und zwar 
auch in Gegenwart von ziemlich bedeutenden Toluolmengen. 
Es ist ausdriicklich zu betonen, daB sowohl Buchner als 
v. Lebedew das Gros ihrer Versuche unter solchen Ver- 
haltnissen durchgefiihrt haben, die eine reichliche Entwicklung 
von Mikroorganismen erméglichen. Die antiseptische Wirkung 
von Toluol existiert nicht unter den in Frage kommenden 
Verhititnissen. Andrerseits ist aus unseren obigen Resultaten 
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zu ersehen, daB eine lebhafte Girung durch solche Zellmengen 
bewirkt wird, die man friiher fiir belanglos hielt und die auch 
Buchner selbst in seinen PreBsiften angibt. 

Bei der naheren Betrachtung der ausfihrlichen Mitteilung 
v. Lebedews iiber den Macerationssaft') fillt es sofort auf, 
daB die Sifte oft erst nach 24 Stunden, in einigen Fallen 
sogar nach 2—3 Tagen zu giiren anfingen. Der Verfasser 
selbst bezeichnet diese ,,.[Induktionsperiode“ als eine ritselhafte 
Erscheinung, die er nicht zu erkliiren vermochte. Durch 
Temperatursteigerung kann die Induktionsperiode nach v. Le be- 
dew verkiirzt werden. Es ist kaum zweifelhaft, daB diese 
Induktionsperiode nichts anderes ist, als die Periode der Ent- 
wicklung von Hefezellen und namentlich von Bakterien in 
sehr zellarmen Siiften, die so lange dauert, bis eine Zellmenge 
entsteht, welche zu einer nennenswerten Girung ausreicht. 
Wir haben gefunden, daB die Anzahl der lebenden Zellen in 
20 ccm Macerationssaft oft gréBer ist, als in 1 g Trockenhefe. 
Sifte, die eine sehr geringe Menge von lebenden Hefezellen und 
von Bakterien enthalten, erwiesen sich immer als nicht girfahig; 
andrerseits ergab es sich, daB ein tadellos blanker, nicht opa- 
lescierender Saft eine Suspension 1,0 der Hefezellen darstellen 
kann. Die Hefezellen sind niimlich zu groB, um die Fliissig- 
keit opalescieren zu lassen und ungeniigend zahlreich, um eine 
sichtbare Triibung zu bilden. 

Unsere Versuche zeigten, dab die Giirung des Macerations- 
saftes alle Merkmale eines biologischen Vorganges aufweist. 
Ks existieren also keine Griinde zur Annahme einer zellfreien 
Zymasegiirung im Safte. Vor allem ist der folgende be- 
merkenswerte Befund zu erwihnen. Versetzt man 20 ccm 
Macerationssaft mit 8 g fein gepulvertem Rohrzucker und liBbt 
man die Gesamtmenge des Zuckers durch vorsichtiges Um- 
rihren in médglichst kurzer Zeit in gelésten Zustand iiber- 
gehen, so erfolgt entweder gar keine, oder eine nur schwache 
und nach mindestens 24stiindiger ,,[nduktionsperiode“ be- 
ginnende Girung. Setzt man nun gleichzeitig einer anderen 





1) A. v. Lebedew, Ann. de l’Inst. Pasteur Bd. 26, S. 8 (1912). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXVIII. 17 
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Portion desselben Saftes 8 g Rohrzucker in fein krystallinischer 
Form einfach zu, ohne eine Beschleunigung der Auflésung 
zu bewirken, so setzt sofort Girung ein, die nach kurzer Zeit 
stiirmisch wird. Auf diese Weise gelingt es also, einen giir- 
fahigen Saft in einen nichtgirfaihigen zu verwandeln. Diese 
iiberraschende Beobachtung ist unerklarlich, wenn man eine 
zellfreie Gairung voraussetzt; vom biologischen Standpunkt aus 
ist es dagegen leicht begreiflich, daB die im Saft vorhandenen 
Hefezellen und Bakterien im Verlaufe von mehreren Stunden, 
die zur vdélligen Auflésung von 8g Zucker in 20 ccm Saft 
erforderlich sind, sich der hohen Zuckerkonzentration allmihlich 
anpassen. Beziiglich der Wirkung von antiseptischen Stoffen 
gelangten wir zu denselben Resultaten, die wir in Versuchen 
mit Trockenhefe erhielten: starke Gifte verhindern die Girung; 
dieselbe geht nur in Gegenwart solcher Stoffe vor sich, welche 
die Vermehrung von Hefen und Bakterien gar nicht oder nur 
unbedeutend hemmen. 


Versuch 35. 
Hefe bei 30° getrocknet. Maceration 3 Stunden bei 30°; 
Filtration 1 Stunde. Zwei gleiche Saftportionen zu je 20 ccm 
mit je 8 g Rohrzucker und 0,3 ccm Toluol. 


A. Zucker sofort gelést. Nach 18 Std. keine Girung, CO, 0,00g 
B. Zucker nur zugesetzt. Nach 3/, Std. lebhafte Gairung. Nach 
18 Std. itiberschiumt. 


Ein anderes Hefepriparat. Dieselbe Behandlung. 


A. Zucker sofort gelést. CO, nach 18Std. .. . . 0,00¢ 
B. Zucker nur zugesetzt. CO, nach 18 Std... . . 0,72 
Kin anderes Hefepriiparat. Dieselbe Behandlung. 

A. Zucker sofort gelést. CO, in 20Std. . . . . . 000g 
Bb. Zucker nur zugesetzt. CO, in 20Std. . . . . . 0,35 


Sowohl Buchner als vy. Lebedew haben den Zucker 
wohl immer nur zugesetzt, ohne eine méglichst schnelle Auf- 
lésung herbeizufiihren. Dies ist daraus zu ersehen, da ver- 
schiedene Portionen eines und desselben Saftes in ihren Ver- 
suchen oft eine ungleiche Garkraft zeigten. Dies kommt hiufig 
vor, wenn man den Zucker sich allmiahlich auflésen laBt. 
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Ein girfahiger Saft enthalt immer lebende Hefezellen oder 
Bakterien. Diesen Umstand hat bereits Abderhalden betont, 
doch haben erst unsere quantitativen Versuche gelehrt, daB eine 
fir den Macerationssaft iibliche Girung durch solche Mengen 
der lebenden Hefezellen bzw. Bakterien hervorgerufen wird, die 
friiher als belanglos angesehen und nicht selten in den Hefesiiften 
vorgefunden wurden. Es kommt zwar vor, daB auch Sifte mit 
geniigenden Mengen der lebenden Zellen sich als nicht giir- 
fiahig erweisen, doch tritt in derartigen Fallen sofort Girung 
ein, wenn man den Saft mit etwas Hefekochsaft versetzt. Diese 
lingst bekannte T'atsache wurde immer durch Mangel an Co- 
Zymase erklirt, von unserem Standpunkte aus ist aber das 
angebliche Co-Ferment nichts anderes als ein Stimulator der 
Girung von lebenden Hefezellen. Bemerkenswert ist die Tat- 
sache, daB ein grofer Teil der im Safte enthaltenen Hefe- 
zellen lebendig ist; die Hefezellen vermehren sich offenbar bei 
der Maceration und der nachfolgenden Filtration. v. Lebe- 
dew hat darauf aufmerksam gemacht, daB die bei Zimmer- 
temperatur getrocknete Hefe meistens schwach girende Mace- 
rationssifte ergibt. Wir sind in der Lage, diese Beobachtung 
zu bestatigen. Ein aus der bei Zimmertemperatur getrockneten 
Hefe bereiteter Saft enthilt denn auch meistens eine sehr 
geringe Anzahl von lebenden Hefezellen. Doch gelingt es 
auch aus dieser Hefe wirksame Siifte darzustellen, wenn man 
dieselbe mindestens 15 Stunden maceriert. Das Trocknen der 
Hefe im Thermostaten, wo sie zuniichst bei erhéhter Tem- 
peratur feucht wird, besonders aber die Maceration und die 
mehrere Stunden hindurch dauernde Filtration sind Vorgiinge, 
welche eine reichliche Entwicklung von Mikroorganismen be- 
giinstigen. Unsere Heferasse war sehr rein, da Bierwiirze— 
Gelatine-Platten nach Impfung mit Trockenhefe ausschlieBlich 
Hefekolonien lieferten, doch ergab dieselbe Trockenhefe solche 
Macerationssiifte, die von verschiedenen Bakterien wimmelten. 
Wir geben nachstehend einen Auszug aus unseren Protokollen 
der Impfungen. Der Saft wurde in Versuchen A und B durch 
3stiindige Maceration mit der dreifachen Wassermenge bei 


30° dargestellt. Zur Girprobe haben wir 20 ccm Saft mit 
17* 
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3 g Zucker und 0,2—0,3 ccm Toluol versetzt und in Gir- 
kélbchen mit Meisslschem VerschluB bei Zimmertemperatur 
(etwa 17°) belassen. 

A. Hefe bei Zimmertemperatur getrocknet, Dauer der 
Filtration 15 Stunden bei 0° Der Saft ist nicht girfihig 
und enthilt 0,0003 Hefezelle in 1/4000 cmm. 

B. Hefe bei 30° getrocknet. Sonst dieselben Bedingungen. 
Saft nicht girfihig. Lebende Hefezellen in minimaler Menge. 
Kine genaue Zihlung wurde durch Entwicklung von Schimmel- 
pilzen verhindert. 

C. Hefe bei 30° getrocknet. Maceration 5 Stunden bei 
28°. Filtration 17 Stunden bei Zimmertemperatur. Saft 
girfihig. Lebende Zellen: 0,1 in 1/4000 cmm vor dem 
Versuche und 0,21 nach dem Versuche. Versuchsdauer 
24 Stunden. 

D. Hefe bei 30° getrocknet. Maceration 18 Stunden bei 
Zimmertemperatur. Saft girfahig und stark bakterienhaltig 
(mehrere Bakterienzellen in 1/4000 cmm). Die Entwicklung 
der Hefe auf Bierwiirze—Gelatine wurde durch massenhatte 
Bakterienentwicklung unterdriickt. 

Merkwiirdig ist der Umstand, daB sich die Hefezellen im 
girenden Macerationssaft oft nur unbedeutend oder gar nicht 
vermehren, falls die Giarung sofort einsetzt. In Trockenhefe 
war dagegen eine Vermehrung der lebenden Zellen wihrend 
des Versuchs zu verzeichnen. Wir erkliren diese Beobachtung 
dadurch, daB die Girung von unbedeutenden Trockenhefemengen, 
die auf den vorstehenden Figuren graphisch dargestellt ist, 
allmihlich in Gang gesetzt wird; infolgedessen bleiben die Hefe- 
zellen eine Zeitlang im Kontakt mit dem gelésten Sauerstoff. 
In einem Versuche mit Macerationssaft haben wir Luftstrom 
durch den Saft geleitet und CO, im titrierten Barytwasser 
absorbiert. Obgleich der Saft mit Toluol versetzt und auch 
die durchstreichende Luft vorher mit Toluoldampf gesittigt 
wurde, hat sich dennoch in diesem Versuche die Hefe- 
menge im Verlaufe von 15 Stunden etwa 100 fach vergréBert. 
Wir glauben daher annehmen zu diirfen, daB in denjenigen 
Versuchen, in denen keine Vermehrung von Hefezellen statt- 
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gefunden hat, der Sauerstoff teils durch das Girungskohlen- 
dioxyd verdringt, teils aber durch die anwesenden Bakterien 
schnell verbraucht worden war. Es ist bekannt, daB die 
Sprossung von Hefezellen durch Sauerstoffmangel erheblich 
unterdriickt wird. 

Die sehr schwache Hefevermehrung in giirendem Saft 
erlaubt der Frage niher zu kommen, ob die ungemein starke 
Girung von ganz geringen Hefemengen in Gegenwart der aus 
getiteten Zellen extrahierten Stoffe auf die Beschleunigung 
der Hefevermehrung, oder auf die Steigerung der Girkraft 
einer jeden Hefezelle zuriickzufiihren ist. DaB letzteres der 
Fall ist, zeigen folgende Versuche mit Hefesuspensionen, die 
im Macerationssaft dieselbe Wirkung wie in Gegenwart von 
Trockenhefe ausiiben. In denjenigen Versuchen, in denen 
keine Hefevermehrung stattgefunden hat, besteht ein lineares 
Verhiltnis der Girkraft des Saftes zur Menge der anwesenden 
lebenden Hefezellen. 

In Versuchen, die unter Zusatz von Hefesuspensionen 
ausgefiihrt sind, haben wir einen jeden Garkolben mit 19 ccm 
Macerationssaft und 1 ccm Wasser bzw. Hefesuspension ver- 
setzt. Die Menge der Hefezellen ist durch Zahlen ausgedriickt, 
welche die Anzahl der Hefezellen in 1/4000 cmm Saft an- 
geben.') Diese Zahlen beziehen sich auf die gesamte Gir- 
fliissigkeit. 

Versuch 21. 

Die Hefe wurde bei 28° getrocknet und mit der 3 fachen 
Wassermenge 5 Stunden bei 28° maceriert. Zucker 3g, Toluol 
0,2 com. Der Saft enthilt eine minimale Menge von lebenden 
Hefezellen. 


A. Ohne Hefesuspension. CO, in 3 Tagen .. . . 0,03¢ 
B. Mit Hefesuspension 0,2. CO, in 3Tagen. . . . 0,87 


In der Portion B hat eine reichliche Vermehrung der 
Hefezellen stattgefunden. 





1) Die Ermittlung der Anzahl von wachstumsfihigen Zellen wurde 
sowohl yor als nach der Girung ausgefiibrt. 
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Versuch 29. 


Kin jeder Kolben wurde in diesem Versuche ausnahms- 
weise mit 15 ccm Macerationssaft versetzt. Zucker 1g, Toluol 
0,4 ccm. Der Saft ist nicht girfahig und enthalt weniger als 
0,004 Zelle in 1/4000 cmm. 


A. Ohne Zusatz von Hefesuspension. 


Kolben 1: CO, in 18 Stunden. . .. . . 0,00g 
, © Oman » «+ evs oe 


B. Mit Hefesuspension 0,2. 


Kolben 1: CO, in 18 Stunden. .... . 0,25¢ 
» s: Th. ' ea a 


Versuch 24. 


Nicht giirfiihiger Macerationssaft. Anzahl der lebenden Zellen iuBerst 
gering. Der Saft ist beinahe bakterienfrei. Zucker 3 g, Toluol 0,2 cem. 





g CQ, in 

48 Stunden 
Ohne Hefesuspension . . .. . 0,01 
Mit Hefesuspension 0,15 . . . . 0,09 
" . O@@ .... 0,16 
. s oa 0,57 





Die Resultate dieses Versuches sind in der Fig. 7a 
graphisch dargestellt. 


Versuch 34. 


Girfiihiger, stark bakterienhaltiger Saft. Die Menge der lebenden Hefe- 
zellen konnte nicht ermittelt werden, da die Gelatineplatten von Bakterien- 
kolonien bedeckt waren. Zucker 2 g, Toluol 0,3 cem. 





g CO, in 

21 Stunden 
Ohne Hefesuspension .... . 0,22 
Mit Hefesuspension 0,2... . 0,25 
: ae 0,32 
‘9 ” Me - 4 2 eS 0,38 
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Die Resultate dieses Versuches sind in der Fig. 7) 
graphisch dargestellt. 

Die Hefesuspensionen haben in diesem Versuche ihre 
Wirkung nur in den ersten 
Stunden ausgeiibt, in dem die 
Girkélbchen mit gréBeren Hefe- a: 
mengen zuerst zu giren anfingen. 
Nach Verbrauch der gesamten 
Sauerstoffmenge setzte eine in- 
tensive Bakteriengirung ein, die 
in simtlichen Kolben eine be- 
deutende CO,-Menge entwickelte- 
Die Bakterienmenge _ betrug 
mehrere Zellen in 1/4000 cmm. 
Nach den friither vorherrschen- 
den Ansichten ist dies aller- 
dings keine iibermiBig groBe 
Bakterienentwicklung. 











Versuch 17. 


Girfihiger Saft. Die Menge der Hefezellen wurde nicht ermittelt. 
Zucker 3 g, Toluol 0,2 ccm. 





g CO, in 

70 Stunden 
Ohne Hefesuspension .... . 0,25 
Mit Hefesuspension 0,05 . . . . 0,30 
M6 «a a x 4 0,60 
; MO we 4 1,20 





Die Portion mit 5,0 Hefezellen hat im Verlaufe der letzten 
24 Stunden schwach gegoren, da die Zuckermenge bereits nach 
den beiden ersten Tagen erheblich abgenommen hat. Infolge- 
dessen wird der EKinflu8 der Hefemenge in diesem Versuche 
nicht durch eine Gerade dargestellt. Doch steht es aufSer 
Zweifel, daB auch in diesem Versuch die Girungsintensitat 
eine Funktion der jeweiligen Hefemenge ist. 
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Besprechung der Resultate. 


Alle obigen Versuche lassen wohl keinen Zweifel dariiber, 
daB das Girvermégen der Hefepriparate und Hefesifte, welche 
nach friiheren Ansichten eine zellfreie fermentative Garung 
hervorrufen, auf die Wirkung der lebenden wachstumsfihigen 
Zellen zuriickzufiihren ist. Letztere wurde bisher unterschitzt, 
unsere Versuche zeigen jedoch, dab ganz geringe, d.i. Bruch- 
teile eines Milligramms betragende Hefemengen in Gegenwart 
von unbekannten, in getéteten Hefezellen enthaltenen Stoffen 
den Zucker grammweise vergiiren. Auf eine Gewichtseinheit 
der Hefe sind in unseren Versuchen manchmal 200 Gewichts- 
elnheiten des in 24 Stunden vergorenen Zuckers zu rechnen, 
indes eine Vergiirung der sechsfachen Zuckermenge in 24 Stdn. 
gewohnlich als eine gute Leistung gilt. Diese auBerordent- 
liche Stimulierung der Girkraft ist indes keine neue T'atsache. 
Bereits vor Jahren hat Wildiers’) darauf hingewiesen, dab 
die Vermehrung von ganz geringen Hefemengen durch un- 
bekannte in Hefezellen und einigen anderen Pflanzen erzeugten 
Stoffe ungemein stark beférdert wird. Diese Beobachtung 
wurde durch andere Forscher zwar bestitigt’), aber bisher in 
keinen Zusammenhang mit der sogenannten ,,zellfreien Girung“ 
gebracht. Dies ist wohl dadurch zu erkliren, da8 Wildiers 
nur von Stimulierung der Hefevermehrung, nicht aber von 
Steigerung der Girkraft einzelner Hefezellen gesprochen hat. 
Ks ist ihm entgangen, da die beschleunigte Vermehrung nichts 
anderes ist, als eine Folge der auSergewohnlichen Girkraft 
und des erhéhten Energiegewinns der stimulierten Hefezellen. 
Unsere Resultate zeigen, da8 namentlich die Girleistung der 
einzelnen Hefezellen in Gegenwart von unbekannten Hefe- 
stoffen iiuBerst stark zunimmt. Den stimulierenden unbekannten 
Stoff nannte Wildiers Bios. Wir behaupten nunmehr, da8 
Bios mit der vermeintlichen Co-Zymase identisch ist. 

Die bisher hervorgehobenen Unterschiede zwischen der 


1) E, Wildiers, La cellule Bd. 18, S. 311 (1901). 

*) A. Amand, La cellule Bd.21, S. 329 (1904); R. Devloo, ebenda 
Bd, 23, 8. 361 (1906); A. Kossowicz, Zs. f. landwirtsch. Versuchswesen 
Osterreichs Bd. 6 (1903); Bd. 9, S. 688 (19086). 
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,zellfreien* und der ,,vitalen“ Garung sind wohl darauf zuriick- 
zufiihren, da lebende Zellen sich in Hefesaften und in Gegen- 
wart von Trockenhefe im Zustande einer auBergewéhnlichen 
Erregung befinden und infolgedessen sich etwas eigenartig ver- 
halten. Es ist also ersichtlich, dab die Resultate simtlicher 
Untersuchungen iiber ,,zellfreie Girung“ und ,,Girungsfermente“ 
ihre Bedeutung in vollem Umfange beibehalten, nur miissen 
dieselben auf Grund unserer neuen Theorie ganz anders inter- 
pretiert werden. 

Eine kritische Besprechung des grundlegenden Buches 
»lLymasegirung’ wird nebst unseren Untersuchungen iiber den 
HefepreBsaft in einer anderen Mitteilung dargelegt werden. An 
dieser Stelle wollen wir zum SchluB nur einige Vorziige der 
Beseitigung der veralteten Zymasetheorie in aller Kiirze zu- 
sammenfassen. 

1. Die alte Theorie war unfaihig, den Zusammenhang der 
einzelnen Girungsstufen in befriedigender Weise zu erkliren. 
Simtliche modernen chemischen Girungstheorien sind gendtigt, 
die Anteilnahme mehrerer Fermente am Girungsvorgang an- 
zunehmen. Nun setzt die glatte ,,zellfreie‘ Zuckervergiirung 
die Existenz einer Koordinierung der einzelnen Ferment- 
wirkungen voraus, die auBerhalb des Zellplasmas wohl aus- 
geschlossen ist. Somit ist der regelmiBige Verlauf der ,,zell- 
freien Girung“ unbegreiflich. 

2. Die Identitit der Co-Zymase mit dem Bios von Wil- 
diers stellt die Existenz der Co-Fermente iiberhaupt in Frage, 
da bisher nur Co-Zymase fiir ein Co-Ferment galt, dessen 
Kxistenz als festgestellt angesehen wurde. Sollte es gelingen, 
den Begriff der Co-Fermente fallen zu lassen, so wiirde hier- 
durch das Gebiet der Fermentforschung wohl erheblich gereinigt. 

3. Es wird die Annahme der Existenz eines Fermentes 
abgelehnt, welches sich ganz eigenartig verhilt und dessen 
Wirkung durch siimtliche antiseptische Stoffe gehemmt wird, 
die auf lebende Zellen einwirken. Sowohl die Reinigung dieses 
Fermentes, als die Erklirung seiner Wirkungsweise bereitete 
groBe Schwierigkeiten, so daB keine Erfolge in diesen Be- 
ziehungen zu verzeichnen sind. 
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4. Der Vorgang der ,,.Induktion® und die eigenartige 
S-férmige Girungskurve kénnen nunmehr auf eine einfache 
Weise erklart werden. 

5. Der Mechanismus der Anhiufung von Hexosephosphat 
bei der ,,zellfreien“ Girung ist begreiflicher geworden. Da die 
Bildung von Hexosephosphat durch ein tatsichlich existierendes 
Ferment, und zwar eine spezifische Esterase, bewirkt wird, 
so sind am genannten Vorgang nicht nur lebende Zellen, sondern 
auch das in massenhaft anwesenden getéteten Zellen enthaltene 
Ferment beteiligt, indes die Verwendung des Hexosephosphats 
zur alkoholischen Girung nur durch lebende Zellen erfolgt. 
Bei der Vermehrung dieser Zellen werden aber gréBere Mengen 
des Hexosephosphats beansprucht, was einen Verbrauch der 
anfinglich angehiuften Substanz zur Folge hat. 

Die Zymasetheorie hat zwar zuniichst verschiedene wichtige 
experimentelle Forschungen angeregt, ist aber gegenwirtig ver- 
altet und einfach hinderlich geworden. Bereits die am Anfang 
der vorliegenden Mitteilung gegebene Ubersicht der einschlagigen 
Literatur zeigt, daB die Unstimmigkeiten fortwihrend wachsen. 
Die Notwendigkeit von verwickelten Erklirungen und kom- 
pensierenden Hypothesen ist immer das Wahrzeichen einer 
unrichtigen Theorie. Die angebliche Entdeckung der Zymase 
ist eine Folge der mangelhaften Methoden der Identifizierung 
der Kermente. In einer neulich verdffentlichten Mitteilung 
hat S. Kostytschew!) auf die dringende Notwendigkeit einer 
Revision der gegenwirtigen Methoden der Identifizierung der 
Fermente hingewiesen. Die Resultate der vorliegenden Mit- 
teilung liefern eine schwerwiegende Bekriftigung der genannten 
Forderung. 





1) §. Kostytschew, Diese Zs. Bd. 154, S. 262 (1926). 





Uber den Chemismus der Vergirung von Glykogen und 
Stirke durch maltasefreie Hefe.’) 


Von 


Alfred Gottschalk. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Stidtischen Krankenhauses Stettin.) 


or 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Mai 1927.) 


I. 


In friiheren Untersuchungen”) war gezeigt worden, daf der 
sich in Organismen abspielende Vorgang des fermentativen 
Glykogenabbaues nicht notwendigerweise an die Anwesenheit 
von Fermenten gebunden ist, die Maltasebindungen lisen. So 
vermag der maltase- und maltozymasefreie Hefepilz Saccha- 
romyces Ludwigii, der Maltose nicht angreift, Glykogen zu ver- 
giiren, wie Versuche mit Macerationssaft aus dem getrockneten 
Pilz lehrten. Fortgesetzte Untersuchungen an gleichem Hefe- 
material, iiber die nachfolgend berichtet wird, befaBten sich 
zunichst mit den bei der maltasefreien Glykogenvergirung 
obwaltenden quantitativen Verhiltnissen. 

Aus Tab. I ist ersichtlich, daB Macerationssaft aus ge- 
trocknetem Sacch. Ludwigii zugefiigtes Glykogen in einem Um- 
fange bis zu 82,2°/, zu vergiiren vermag, wenn nur fir hin- 
reichende Mengen von Co-Zymase Sorge getragen wird. Der 
Umfang der Glykogenvergirung durch maltasefreien Hefe- 
macerationssaft steht also nicht wesentlich hinter dem durch 
maltasehaltigen Macerationssaft gewéhnlicher Bierhefen be- 
wirkten *) zuriick. 


*) Ein Teil der Versuchsergebnisse wurde im Jahre 1926 auf dem 
XI. Internationalen PhysiologenkongreB in Stockholm im Auszuge vor- 
getragen (Abstracts of Communications 1926, S. 63). 

2”) A. Gottschalk, Diese Zs. Bd. 152, S. 132 (1926). 

*) A. Gottschalk, Diese Zs, Bd. 153, S. 215 (1926). 




















Tabelle I. 


Versuchsanordnung: 20g Trockenhefe Sacch. Ludwigii + 60 ecm Kochsaft aus frischer Unterhefe (Borisch) 
2 Stdn. 40 Min. lang bei 37°. Zentrifugiert. Obenstehende Fliissigkeit = Macerationssaft. 

Ansatz: 5,0 ecm Macerationssaft + 0,1 g KH + 0,05 cem Toluol in Eudiometerrohr bei 37° und Barometerdruck 
von x mm Hg. 


























. mg gebildeter CO, 
Z, rs eem CO, nach Stunden innerhalb 24 Stdn., | Vergorene 
ugefiigtes b dest | 
—_ a a er. nach der forme KH-Menge 
Kohlenhydrat 15 oh | gh | 4h | 5h 165 245 Ld ° 273 e 1,9769 4) in "le d. Th. 
~ | | T 760 
= _ ee mes a — | Of 0,8 
2 d-Glucose ... 7,2 16,9 19,3 20,5 21,8 23,3 | 23,9 41,1 | 82,2 
+ Glykogen .. . 2.4 5,7 8,8 11,6 13,3 16,1 | 17,8 30,6 61,2 
©  lLésliche Stirke. . — | 8 2.3 = | 8 6,1 | 6,2 10,7 | 21,4 
ds) Maltose ... . — | — }  — jo o— --— ji o— | 0,7 1,2 
ro | | 
= - — — | ee —- | — | 0,8 1,4 
— d-Glucose ... 15,6 18,5 | 209 | 23,2 — | #68 | 957 44,9 | 89,8 
< Glykogen .. . 4,3 8,0 | 11,8 15,7 18,2 19,6 | 20,8 36,4 72,8 
Loésliche Stiirke . “= — | 81 | — — | 6,9 | 7,6 13,3 | 26,6 
Maltose ... . — --- — — —. [oo 0,9 1,6 
| | | 
_ — | —_ | — — — {| — | 1,8 2,4 
d-Glueose .. . 95 | 15,7 | 18,1 20,3 — | 960.) a4 46,1 92,2 
Glykogen .. . 29 | 61 | R.' 9,6 — | 18,2 | 22,4 41,1 82,2 
Maltose ... . —_— j~— _ — — | — | 1,0 1,8 











1) Wie aus der angefiihrten Formel ersichtlich ist, ist das im Versuch ermittelte Gasvolumen V vor Umrech- 
nung in Milligramm auf Normalbedingungen (0° C. und 760 mm Hg) reduziert worden, um auf diese Weise einen Vergleich 
mit Versuchen, die bei niedrigerer Temperatur und anderem Barometerdruck angestellt worden sind, zu erméglichen. 
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Fernerhin wurde ldésliche Stiirke der Einwirkung durch 
die maltasefreie Hefe unterworfen, da auf Grund neuerer Ver- 
suchsergebnisse, insbesondere von Peiser!), die von mancher 
Seite als erwiesen erachtete Identitit von Amylopektin und 
Glykogen stark in Zweifel gezogen ist. Ebenso wie Glykogen 
wird auch Starke von maltasefreiem Hefemacerationssaft ver- 
goren (Tab. I), jedoch in einem weit hinter der Glykogen- 
vergiirung zuriickbleibenden Umfange (21,4 bzw. 26,6°/,). 


i 


Weiterhin war der Beweis zu fiihren, daB die friiher und 
hier beschriebene Vergiirung von Glykogen und Stiirke durch 
die maltase- und maltozymasefreie Hefe Sacch. Ludwigii tat- 
sichlich iiber die Stufe des Traubenzuckers fiihrt, und dab 
Maltose bei diesem ProzeB der Verzuckerung nicht gebildet 
wird. Der Nachweis gelang durch folgende Versuchsanord- 
nung: Wurde ausgewaschene Trockenhefe von Sacch. Ludwigii 
bzw. Macerationssaft aus so vorbereiteter Hefe mit Glykogen 
bzw. Stirke in Gegenwart von Toluol mehrere Tage lang bei 
37° digeriert, so konnten bei Aufarbeitung der Ansitze be- 
triichtliche Mengen von d-Glucose, identifiziert durch Dar- 
stellung des d-Glucose-phenylosazons, gewonnen werden; hin- 
gegen lieB sich Maltosazon aus den Ansiitzen nicht isolieren. 

Ob es sich bei der von uns beschriebenen direkten, d.h. 
ohne intermediire Bildung von Maltose stattfindenden, Ver- 
zuckerung von Glykogen und Stirke durch Sacch. Ludwigii 
entsprechend unserer iriiheren Annahme um eine kombinierte 
Wirkung von @- und #-Amylasen im Sinne Kuhns?) handelt 
oder aber, wie Pringsheim und Leibowitz*) meinen, um 
einen neuen Weg des amylolytischen Abbaues, bleibe dahin- 
gestellt. Zur Entscheidung dieser Frage sind weitere Unter- 





1) E. Peiser, Diese Zs. Bd. 161, 8S. 210 (1926); vgl. hierzu auch 
P. Karrer, Polymere Kohlenhydrate 8. 22. Leipzig 1925. 

2) R. Kuhn, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 443, S. 1 (1925). 

°) H. Pringsheim u. J. Leibowitz, Chem. Ber. Bd. 59, S. 991 
(1926). 
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suchungen erforderlich. Soviel aber ist sicher, daB der be- 
schriebene Effekt nur durch das Zusammenspiel von mindestens 
zwei spezifisch verschiedenen Amylasen zustandekommt. Von 
biologischer Bedeutung erscheint, da& der energetisch so wich- 
tige Glykogenabbau in maltasefreien Organismen durch kombi- 
nierte Wirkung verschiedener spezifischer Amylasen aufrecht 
erhalten werden kann. }) 


Tabelle II. 





Ansatz Ergebnis der Aufarbeitung 
15 g ausgewasch.”) Trockenhefe 0,86 g d-Glucose-phenylosazon 
Sacch. Ludw. + 120 eem Wasser Schmelzp.: 206° (bei schnellem 
+1,5g Glykogen + 1,5 ecm Erhitzen) 
Toluol 5 Tage bei 37° Drehung: —1° 30’; nach 24 Std.: 
— 0° 48’8) 
Kein Maltose-phenylosazon nach- 
weisbar 








22 g ausgewaschene Trockenhefe 0,95 g d-Glucose-phenylosazon 


Sacch. Ludw. + 200 eem Wesser Sehmelzp.: 204° (bei schnellem 
+1,5¢ Glykogen + 2,5 cem Erhitzen) 
Toluol 5 Tage bei 37° Drehung: —1° 28’; nach 24 Std.: 
— 0°48’ 
Kein Maltose-phenylosazon nach- 
weisbar 








95eem Macerationssaft aus aus- 





0,21 g d-Glucose-phenylosazon 





gewaschener Trockenhefe Schmelzp.: 204—205° (bei schnel- 
Sacch. Ludw. + 1,5g lésliche lem Erhitzen) 
Stiirke+1,0 ecm Toluol 6 Tage Drehung: —1° 25’; nach 24 Std.: 
bei 37° — 0° 45’ 
Kein Maltose-phenylosazon nach- 
weisbar 





') Auch durch kiinstliche Kombination verschiedener Amylasen 
(z. B. Malzamylase + Speichelamylase) kann zugefiigte Starke in Trauben- 
zucker iibergefiihrt werden (H. Pringsheim u. J. Leibowitz, a. a. O.). 

*) Mit der 20fachen Menge Leitungswasser 1 Stunde lang bei 
Zimmertemperatur geschiittelt, dann Wasser abzentrifxgiert. 


8) 1° = 60’, | 
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III. 


SchlieBlich blieb zu untersuchen, ob die bei der direkten 
Verzuckerung von Glykogen entstehende labile Glucosemodifi- 
kation!) ohne Beteiligung der Co-Zymase vergoren werden kann 
und ohne vorherige Phosphorylierung der Wirkung desmoly- 
tischer Fermente anheimfiallt. 


Tabelle II. 
Ansatz: 0,90 g KH,PQ,. 
0,50 g NaHCQ,. 
40,0 cem Wasser. 
2,0 g Glykogen. 
5,0 g Acetonpriparat bzw. ausgewaschenes Aceton- 
praparat von Sacch. Ludwigii. 
2,0 ecm Toluol bei 37°. 























Angewandte Zeit der Mg,P,0, P,O, 
Hefe Entnahme in 5cem Ansatz}in 5 cem Ansatz 
Acetonhefe Versuchsbeginn 79,2 mg 50,5 mg 
(Sacch. Ludwigii) | Nach 3 Stunden 8,6 5,5 
Ausgewaschene | Versuchsbeginn 76,3 48,7 
Acetonhefe Nach 3 Stunden 77,1 49,2 
(Sacch. Ludwigii) | Nach 5 Stunden 17,7 49,6 


Aus Tab. III ist ersichtlich, daB die aus dem Glykogen 
durch kombinierte Wirkung maltasefreier Amylasen gebildete 
labile Glucosemodifikation durch anwesendes Phosphat in Gegen- 
wart von Acetonhefe verestert wird. Die Phosphorylierung 
dieser beim maltasefreien Glykogenabbau auftretenden labilen 
Glucosemodifikation ist an die Anwesenheit von Co-Zymase 
geknipft (Tab. III). Da8B diese Beladung der Glucose mit 
Phosphorsiure einen integrierenden TeilprozeB der Girung 
darstellt, beweist der folgende Versuch. 


Versuch. 


15g Trockenhefe Sacch. Ludwigii viermal mit 20 facher 
Menge Wasser gewaschen und zentrifugiert. Riickstand mit 





1) Vel. hierzu A. Gottschalk, Klin. Wochenschr. 1925, S. 2454; 
Zs. f. die ges. experim. Med. Bd. 50, S. 42 (1926). 
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45 ccm Wasser 2 Stunden 40 Minuten bei 37° digeriert. Durch 
Abzentrifugieren der Hefe wird Macerationssaft gewonnen: 


I. 10,0 cem Macerationssaft + 0,2 g Glykogen + 0,icem Toluol 

bei 87°: nach 48 Stunden keine CO,-Entwicklung. 
II. 10,0 eem Macerationsssaft + 0,2 g Glucose + 0,leem Toluol 

bei 87°: nach 48 Stunden keine CO,-Entwicklung. 
Co-Zymase-freier Macerationssaft von Sacch. Ludwigii, der 
hinreichend Amylase enthialt (vgl. Tab. Il), vermag zugefiigtes 
Glykogen nicht zu vergiren. Die Verhiltnisse liegen genau 
so, wie dies friiher') beziiglich der Weiterverarbeitung der aus 
dem Glykogen unter der Kinwirkung maltasehaltiger Hefen 
entstehenden Glucoseform gezeigt worden ist. Auch in letz- 
terem Falle ist die Vergiirung der labilen Glucosemodifikation 
an die Anwesenheit von Co-Zymase gekniipft und fiihrt iiber 
die Stufe eines Zymophosphates. Die mit Hilfe der maltase- 
freien Hefe Sacch. Ludwigii gewonnenen Ergebnisse stiitzen 
die friiher von uns vertretene Anschauung”), dab die Co-Zymase 


unmittelbar am Vorgange der Zuckerveresterung beteiligt ist. | 
Hieriiber soll demniichst ausfiihrlich berichtet werden. | 
Methodik. 


Die zu den Versuchen benutzte Hefe Sacch. Ludwigii wurde im 
hiesigen Laboratorium herangeziichtet. Als Nihrlésung diente bei der 
Vorziichtung eine Bierwiirze von 8° Balling, der 2°/, Glucose bzw. Frue- 
tose zugesetzt waren; die Hauptziichtung geschah in Bierwiirze von 2° 
Balling + 2°/, Glucose bzw. Fructose unter kriftiger Liiftung. Die 
Nihrlésungen wurden vor Gebrauch dreimal mittels Dampf sterilisiert, 
der ganze ProzeB der Ziichtung unter peinlich genauer Asepsis durch- 
gefiihrt. Die geziichtete Hefe stand unter dauernder mikroskopischer 
und biologischer Kontrolle. Eine Reinkultur von Saech. Ludwigii ver- 
danke ich wiederum der Liebenswiirdigkeit von Herrn Glaubitz vom 
Institut fiir Girungsgewerbe in Berlin. Die herangeziichte Hefe wurde, 
nachdem die Unvergiirbarkeit von Maltose durch sie iiberpriift worden 
war, bei Zimmertemperatur getrocknet und gemahlen. Es sei darauf 
hingewiesen, daB die Ausbeuten an Sacch. Ludwigii bei Zusatz von 
Fructose zur Bierwiirze gréBer schienen als bei Zugabe von Glucose, 


1) Diese Zs. Bd. 158, S. 215 (1926). 
2) A. Gottschalk, Wien. klin. Wochenschr. 1925, 8.373; Diese 
Zs. Bd. 153, 8. 215 (1926); Ergebnisse d. Physiol. Bd. 25, 8.643 (1926). 
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Die Heranziichtung des Pilzes ist sehr miihsam, da selbst bei reichlich 
Anstellhefe und Verwendung von 5 Liter Nihrlésung innerhalb einer 
10 stiindigen Durchliiftungsperiode durchschnittlich nur 40—50 g frische 
Hefe = 10—12 g getrocknete Hefe gewonnen werden. Ob das langsame 
Wachstum dieses Pilzes in Beziehung zu der Abwesenheit von Maltase 
steht, kann vorab nur vermutet werden. 

Die Bestimmung der Girungskohlensiure erfolgte in der iiblichen 
Weise unter QuecksilberabschluB im Eudiometerrohr bei 37°. 

Die Aufarbeitung der in Tab. II wiedergegebenen Versuche ge- 
schah folgendermafen: Der Ansatz (z. B. 200 ecm) wurde mit der gleichen 
Menge absoluten Alkohols versetzt und nach kurzer Zeit auf der groBen 
Zentrifuge geschleudert. Der Riickstand wurde mit 50 cem 50 °/, igem 
Alkohol aufgewirbelt und wiederum abzentrifugiert. Die vereinigten 
alkoholischen Ausziige wurden nunmehr im Vakuum bei 45° Wasser- 
badtemperatur eingeengt. Der eingeengte Riickstand (180 ccm) wurde 
zum Zwecke der EnteiweiBung unter Umschiitteln mit 90 cem Ferrum 
oxyd, dialysat. liqu. und 7 cem gesittigter Magnesiumsulfatlésung ver- 
setzt und von dem entstehenden Niederschlage abfiltriert. Das spiegel- 
kiare Filtrat wurde nach Zusatz der berechneten Menge von Pheny!l- 
hydrazin, gelést in der dreifachen Menge verdiinnter Essigsiure, 2 Stdn. 
lang im siedenden Wasserbade erhitzt und das reichlich ausgefallene 
Osazon hei abgenutscht und mit Aceton nachgewaschen. Meist hatte das 
so erhaltene d-Glucose-phenylosazon schon den richtigen Schmelzpunkt 
von 205° Zur Bestimmung der optischen Drehung war es zuweilen 


erforderlich, das auf obige Weise gewonnene Osazon nach Lésung in 


heiBem Alkohol (60°/,) mittels Tierkohle zu entfiirben. Die Drehung 
wurde in Neubergs Pyridin-Alkoholgemisch (0,2 g Osazon + 4,0 cem 
wasserfreies Pyridin + 6,0cem absoluten Alkohol) im 1-D-Rohr sofort 
und nach 24 Stunden (Mutarotation) bestimmt. In keinem der Versuche 
konute aus der vom Glucosazon abgenutschten Fliissigkeit Maltosazon 
in Substanz isoliert werden. 
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Uber die Wirkung des Synthalins im Tierorganismus. 
Von 


P. E. Simola. 


(Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m.b. H., Helsinki [Finnland ]. 
Vorstand: Doz. Dr. A. I. Virtanen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Mai 1927.) 


Das seit einiger Zeit im Handel erschienene, von Frank, 
Nothmann und Wagner!) erfundene Insulinersatzpraparat 
Synthalin hat mit Recht das gréBte Interesse erweckt. Es 
scheint ja, als ob ein Stoff gefunden worden wire, der auf 
Grund seiner bequemen Anwendungsweise, seiner langen Wir- 
kungsdauer und technisch synthetischen Herstellungsweise von 
durchgreifender Bedeutung fiir die Behandlung des Diabetes 
wiire und zugleich viele neue Perspektive fiir die theoretische 
Erklirung des Kohlehydratstoffwechsels 6ffnen wiirde. 

Man muB zugeben, daB der leitende Gedanke der Forscher 
sehr interessant gewesen ist und daB die Erfindung des Syn- 
thalins ein schénes Resultat von griindlichen Uberlegungen 
und zielbewuBter Arbeit darstellt. Wenn aber auch die von 
den Forschern mit diesem Stoff erhaltenen klinischen Resultate 
die daran gekniipften Hoffnungen iiberraschend gut zu erfiillen 
scheinen, diirfte die Sache indes noch bei weitem nicht geklirt 
sein. Die Frage, ob das Synthalin in der Tat im Organismus 
in derselben Weise wie das Insulin wirkt, und zwar durch 
Wiederherstellung der im Diabetes fehlenden Kohlehydrat- 
verwertung, ist vorliufig so wenig untersucht worden, da8 eine 
auf sekundiiren Ursachen beruhende Wirkung nicht ganz aus- 
geschlossen scheint, wie es ja leider fiir viele Diabetesheil- 


1) D. med. Wochenschr. Bd. 52, 8S. 2067 (1926); Klin. Wochenschr. 
Bd. 5, S. 2100 (1926). 
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mittel der Fall gewesen ist. Es ist auch véllig ungepriift, ob 
eine andauernde Behandlung mit Synthalin stattfinden kann, 
ohne den Organismus irgendwie zu schidigen. Das Synthalin 
ist ja ein Guanidinpriparat, und die Guanidine kénnen be- 
kanntlich im Kérper mannigfache Vergiftungserscheinungen 
hervorrufen. 

Deshalb habe ich um etwas zur Frage von der Synthalin- 
wirkung beizutragen, eine Reihe von Tierversuchen angestellt, 
deren Zweck war, die Wirkung des Priiparates auf verschiedene 
im Kohlehydratwechsel fiir wichtig angesehene Blutbestandteile 
zu priifen, unter gleichzeitiger Beobachtung des Allgemein- 
zustandes der ‘Tiere. Bei einigen Versuchen wurden auch 
pathologisch-anatomische Untersuchungen ausgefiibrt. 

Als Versuchstiere wurden Schafe und Kaninchen benutzt. 
An den zu meiner Verfiigung stehenden Schafen hatten Vir- 
tanen und Karstrém?) vor etwa einem Jahr genaue Blutanalysen 
vorgenommen, mit besonderer Beriicksichtigung der Wirkung 
des Insulins auf den Zucker-, Phosphor- und Milchsiuregehalt 
des Blutes. Hierbei stellten die beiden Forscher fest, daB die 
Abnahme des Blutzuckers mit einer Verminderung des anorga- 
nischen Phosphats parallel geht. Die Milchsiure wiederum 
steigt an, wenn der Zucker und das Phosphat abnehmen. Diese 
Verinderungen der Blutbestandteile scheinen fiir die Wirkung 
des Insulins charakteristisch zu sein. Es war deshalb von 
besonderem Interesse, die Wirkung des Synthalins aut die- 
selben Stoffe zu bestimmen. 

Die durch die Insulineinspritzung verursachte Verminde- 
rung des anorganischen Phosphats, dessen Zusammenhang mit 
der Zuckerabnahme aus den vorerwihnten Versuchen deutlich 
hervorgeht, ist von zahlreichen anderen Autoren nachgewiesen 
worden, beispielsweise im Blute von Harrop und Benedict”), 
Staub und Mitarbeiter’), Savino‘), Blatherwick, Bell und 

) Diese Zs. Bd. 161, S. 218 (1926). 

*) Proe. of the Soc. f. exp. Biol. a. med. Bd. 20, 8S. 430 (19283). 

‘) Staub, Giinther u. Fréhlich, Klin. Wochenschr. Bd. 2, 
S. 2387 (1928). 

*) Soe. Biol. Bd. 91, S. 23 (1924). 
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Hill), Bierry und Mocquet?), Bolliger und Hart- 
mann’*), Kadie und Mitarbeiter.) Im Muskel haben 


Audowa und Wagner’) eine starke und Kay und Robison’) 
eine enorme Zunahme der anorganischen Phosphorsiure ge- 
funden. Alle Versuche ergeben also iibereinstimmend, daf 
eine erhéhte Phosphorylierung fiir die Insulinwirkung charakte- 
ristisch ist. 

Betreffend die Milchsiure sind die Angaben strittiger. 
Briggs und Mitarbeiter’), Kuhn und Baur‘), Virtanen und 
Karstrém haben eine starke Ansteigung der Milchsiiure mit 
gehungerten Tieren beobachtet. Dagegen haben Bornstein 
und Mitarbeiter’), Best und Ridout?®), Cori), Servantie??) 
und Mendel?) keine nennenswerte Veriinderung der Milch- 
siure im Blut bemerkt. Collazzo1*) hat bei Kaninchen mit 
kleinen Insulindosen sogar eine Abnahme der Milchsiure beob- 
achtet, mit starken toxischen Dosen dagegen Zunahme, was 
er als indirekte Folge der Dyspnoe betrachtet. 


Es sei bemerkt, daB in Virtanens und Karstréms 


4q 


Therversuchen, in denen eine cdeutliche Milchsiurezunahme 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 59, XXXV (1924). 

*) Soc. Biol. Bd. 92, 8. 593 (1925); Bd. 93, S. 322 (1925); Ber. Phys. 
Bd. 31, 8. 587; Bd. 33, 8S. 367 (19235). 

3) Jl. of Biol. Chem. Bd. 64, S. 91 (1925). 

‘) Eadie, Macleod u. Noble, Am. Jl. of Phys. Bd. 72, 8. 614 


5) Soc. Biol. Bd. 90, 8. 308 (1924). 
6) Biochem. Jl. Bd. 18, 8S. 1139 (1924). 
) Briggs, Koechig, Doisy u. Weber, Jl. of Biol. Chem. Bd. 58, 
S. 721 (1924). 

‘) Diese Zs. Bd. 141, S. 68 (1924). 

*) Bornstein, Griesbach u. Holm, Zs. f. exp. Med. Bd. 43, 
391 (1924). 

10) Jl. of Biol. Chem. Bd. 68, S. 197 (1925). 
' 11) Jl. of Biol, Chem. Bd. 68, S. 253 (1925). 

1) Soe. Biol. Bd. 92, S. 700 (1925). 

13) Klin. Wochensehr. Bd. 4, 8. 809 (1925). 

4) Collazzo u. Supniewski, Biochem. Zs. Bd. 154, 8. 423 (1925); 
Collazzo u. Lewicki, Biochem. Zs. Bd. 158, 8. 186 (1925). 
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wahrzunehmen ist, weder Krampfe noch ein derartiger dyspno- 
ischer Zustand, der den gesteigerten Milchsiuregehalt des 
Blutes ohne die direkte Einwirkung des Insulins erkliren 
kénnte, beobachtet wurde. 

Betreffend die Wirkung des Guanidins und seiner Deri- 
vate im Tierkérper sind die Angaben in vieler Hinsicht streitig. 
Uber die Rolle der Guanidine in der parathyreopriven Tetanie 
ist seit vielen Jahren lebhaft fiir und wider diskutiert worden. 
Watanabe!) war der erste, der die Blutzucker vermindernde 
Wirkung des Guanidins beobachtete, nachdem Underhill und 
3latherwick?) behauptet hatten, daB in der parathyreopriven 
Tetanie der Blutzucker stark abnahm. Nach Watanabe ging 
der Abnahme des Zuckers eine Zunahme desselben vorher. 
Clark’) beobachtete auch eine Hyperglykimie, die er 
als Folge der durch die Sympathikusreizung hervorgerufene 
Adrenalinzunahme ansprach. Durch gleichzeitige Einspritzung 
von Ergotamin erzielte er die Aufhebung der erstgenannten 
Wirkung, so dab nur eine starke Blutzuckerabnahme in die 
Erscheinung kam. Die Hypoglykiimie wire durch die Vagus- 
reizung bewirkte vermehrte Insulinsekretion entstanden. Collip*) 
bemerkte auch, daB das Guanidin die Blutzuckermenge ver- 
ringerte und halt das Insulin méglicherweise fiir ein Guanidin- 
derivat. Frank und seine Mitarbeiter ®) beobachteten mit 
gvehungerten Tieren und grofen Guanidindosen eine Kriimpfe 
hervorrufende Blutzuckerabnahme und halten dafiir, daB das 
(guanidin im Organismus in derselben Weise wie das Insulin 
wirkt. Mit gut ernihrten, auf Glykogen gemiisteten Kaninchen 
folgte dagegen eine kriftige Blutzuckeransteigung. Nach 
Bakucz®) wire die blutzuckervermindernde Wirkung des 
Guanidins indirekt eine Folge des durch die Guanidinkrimpfe 


*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 18, 8. 87 (1914); Bd, 19, 8. 119 (1914). 

°) Jl. of Physiol. Bd. 58, S. 294 (1924). 

4) Ji. of Biol. Chem. Bd. 57, S. 65 (1923). 

’) Frank, Nothmannu. Wagner, Arch. f. exper. Pathol Bd. 115, 
S.55 (1926). 

°) Arch. f. exper. Pathol. Bd. 110, 8. 121 (1925). 
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verursachten allgemeinen Glykogenmangels im Organismus. Mit 
Methyl- und Dimethylguanidin erhielten Frank und seine 
Mitarbeiter immer eine Zunahme von blutzucker, und Krampfe 
traten unter hohem Blutzuckergehalt auf. Dubin und Corbitt} 
erhielten mit Methylguanidin eine starke Blutzuckerabnahme 
(73 °/,). 

Anorganischer Phosphor scheint infolge der Guanidin- 
wirkung im Blut zuzunehmen (Watanabe?) Nelken’*), Gyorgy 
und Vollmer‘)), in Vergiftungsfillen bisweilen sogar 5 fach. 
Nach Watanabe, Bayer?®), Gyérgy und Vollmer ist Calcium 
durch die Guanidinwirkung gesunken, Nelken dagegen hat 
beobachtet, daB Calcium stabil bleibt oder etwas zunimmt. | 

Betreffend die Milchsiiure hat Collazzo in einigen 
Kaninchenversuchen eine Verminderung der Milchsiure beob- 


achtet. 


Methodik. 


In der Blutanalyse war es wichtig, mit so kleinen 5blut- 
mengen wie miglich zurecht zu kommen, damit keine stiren- 
den Nebenwirkungen durch allzu groBe Blutentnahmen ver- 
ursacht wiirden. Deshalb habe ich bei der Bestimmung des 
Phosphors und der Milchsiure colorimetrische Bestimmungs- 
methoden angewandt, welche kleine Blutmengen verlangen, 
aber im blinden Versuch gepriift, sich als sicher und schnell 
ausfiihrbar erwiesen. Die Bestimmung des Blutzuckers erfolgte 
nach Hagedorn-Jensens bekannter Methode. Der anorga- 
nische Phosphor wurde nach Bell-Doisy mit Briggs’s modi- 
fizierter Methode bestimmt. Bei den Milchsiurebestimmungen 
kam das neue colorimetrische Verfahren Mendels®) mit 





') J]. of Laborat. a. clin. med. Bd. 10, S. 1023 (1925); Ber. Phys. 
Bd. 34, S. 68 (1926). 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 36, S. 331 (1918). 

3) Klin. Wochensehr. Bd. 2, S. 201 (1923); Zs. f. exp. Med. Bd. 32, 
S. 348 (1923). 

*) Arch. f. exper. Path. Bd. 95, S. 200 (1925). 

5) Zs. f. exp. Med. Bd. 32, S. 348 (1923). 

°) Mendel u. Goldscheider, Biochem. Zs, Bd. 164, S. 163 (1925). 
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einigen kleinen Modifikationen zur Anwendung. Die Calcium- 
bestimmungen erfolgten hauptsichlich nach Kramer-Tisdalls 
Methode. Da die Calciumbestimmungen vorliufig verhiltnis- 
miBig wenig zahlreich waren, werden sie noch nicht ver- 
6ffentlicht. 


Durch Anwendung dieser Methoden konnte man mit 
sehr kleinen Blutmengen zurechtkommen. Um gleichzeitig 
Zucker, Phosphor- und Milchsiiure besttmmen zu _ k6nnen, 
waren bei Kaninchenversuchen nur 3,5 ccm Blut erforder- 
lich. Bei den Schafversuchen wurden stets Doppelbestim- 
mungen ausgefiihrt und darum jedesmal 10 ccm Blut heraus- 
genommen. 


Das Blut wurde den Schafen mit der Punktionsnadel aus 
der Vena jugularis in eine mit Kaliumoxalat befeuchtete Tube 
entnommen, den Kaninchen aus einer durchschnittenen gréBeren 
Ohrvene durch hastiges Aufsaugen des Blutes mittels einer 
mit Kahumoxalat befeuchteten Spritze. Die Milchsiurewerte 
sind sehr von dem Verhalten der Tiere abhangig und die 
Versuchsserie wurde immer unterbrochen, wenn ‘die Tiere sich 
sehr unruhig und widerstrebend zeigten. Da das Synthalin 
sehr langsam wirkt, erfolgte die Blutentnahme nach mebhr- 
stiindigen Pausen. In siimtlichen Versuchen wurde der Zu- 
stand der Tiere wiihrend 24 Stunden beobachtet. Die letzte 
Probeentnahme erfolgte nach 12—24 Stunden. In den meisten 
Versuchen waren die Tiere waihrend 24—50 Stunden vor dem 
Versuch niichtern gehalten. SchlieBlich ist noch zu erwahnen, 
da® die Tiere sehr gut genihrt und verhiltnismaBig fett waren 
und daB sie immer auf Insulin mit einer deutlichen Blut- 
zuckerabnahme reagierten. In einigen Versuchen wurde Syn- 
thalin per os mit der Schlucksonde verabreicht, in anderen 
durch subcutane Kinspritzung. Zu den subcutanen LKin- 
spritzungen wurden Tabletten von 10 mg in etwas erwirmter, 
steriler physiologischer NaCl-Liésung verwendet und die Lésung 
filtriert. 


Im folgenden sind zuerst die Resultate der 3 Schaf- 
versuche vorgelegt. 





280 


P. E. Simola, 


Tabelle I. 
Schaf B, weib, Gewicht 38 kg, 44 Stunden gehungert, 


60 mg Synthalin per os. 

















Blutprobe 


lV 





in Stdn. 
u, Min. 


0 

4 00 
7 15 
10 15 





Zucker in} P in — 
mg pro mg pro 
100 cem 100 ecm 

Blut Blut 
63 0,8 
51 5,6 
58 5,4 
57 5,8 














-Milchsiure Zustand 
in mg des 
pro 100 eem 
Blut Schafes 
15,2 vane 
16,0 normal 
19,1 ” 
19,8 apathisch 





Das Tier zeigte wihrend der drei folgenden Tage groBe | 
Appetitlosigkeit, erholte sich aber spiter gut. | 


Tabelle IL. 
Schaf D, schwarz, Gewicht 30 kg, 46 Stunden gehungert, 
80 mg Synthalin subcutan. 








Zeit 
in Stdn. 
u. Min. 


0 

4 00 
7 00 
10 10 
22 00 





Zucker in 
Ing pro 
100 ecem 

Blut 








| 


P in Milchsiure | 
mg pro inmg } 
100 cem } pro 100 cem 

Blut Blut 

24 18,7 

1,77 43,5 

1,7 45,9 

2,1 52,7 

4,6 45,0 





Zustand 
des 


Schafes 


etwas unruhig 
mniide 

atmet tief 
apathisch 


Das Tier war wiihrend der folgenden Tage nach der Kin- 
spritzung miide und apathisch, frafi gar nicht, stand mit 
hingendem Kopfe und starb nach 10 Tagen unter zunehmen- 
der Schwiiche und Kraftlosigkeit. 
beobachtet. 

Sektion: Makroskopisch die Farbe der Leber etwas blaB 


und triibe, Konsistenz spréder als in der Norm. 
darm stellenweise stark hyperiimisch, Farbe blaurot. 
tliiche des Herzens etwas blasser als gewéhnlich. 


Krimpfe wurden nicht 


Der Diinn- 
Schnitt- 
In anderen 


Organen keine makroskopisch wahrnehmbaren Verinderungen. 
Mikroskopisch bemerkt man in der Leber, hauptsichlich um 
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die Zentralvenen, schlecht farbbare, stellenweise in Zerfall be- 
griffene Zellen. Bei Fettfarbung in den degenerierten Zellen 
etwas groBtropfiges Fett. 


Tabelle III. 


Schaf C, schwarz, Gewicht 32 kg, 48 Stunden gehungert, 
90 mg Synthalin subeutan. 





Zeit Zucker in} P in Milchsiure Zustand 
. 6 mg pro | mg pro in mg 
Blutprobe| in Stdn. 160 ccm | 100 ccm | pro 100 cem des 
u. Min. Blut Blut Blut Schafes 
I 0 68 5,2 9,1 ~ 
II 3 00 15 6,4 10,2 hungrig 
Ii 6 10 57 i 17,3 normal 
IV 9 10 54 6,7 16,3 miide 
V 12 00 57 6,5 27,2 
VI 24 15 68 5,7 21,6 apathisch 

















Das Tier war waibrend der folgenden ‘lage miide, apathisch 
und véllig appetitlos, stehend mit hingendem Kopfe. Spiter 
leicht dyspnotische Atmung. Starb nach 11 Tagen ohne 
Krimpfe. 

Sektion: Makroskopisch die Leber vielleicht etwas blasser 
und spréder als gewohnlich. Die Niere mehr grau und triibe, 
macht den Kindruck einer nephrotischen Niere. In anderen 
Organen keine makroskopisch wahrnehmbaren pathologischen 
Verinderungen. 

Mikroskopisch in der Leber leichte degenerative Veriinde- 
rungen. Bei Fettfarbung nicht Fett. In der Niere die Epithel- 
zellen der Harnkanilchen stellenweise geschwollen und _los- 
gegangen. In den Harnkanialchen reichlich eiweiBhaltige Cylinder. 
Hyperimie und kleine Blutungen. 

Fir die Schafe D und C also waren die Synthalindosen 
von 2,6—2,8 mg pro Kilogramm subcutan tétlich. Das erste 
starb nach 10, das zweite nach 11 Tagen. 

Bei simtlichen Versuchen wurde der Blutzucker etwas 
vermindert. Die Verminderung ist jedoch nicht erheblich, 
wenn man in Betracht zieht, da8 die angewendeten Synthalin- 
dosen schon tédlich waren. Am gréBten war die Abnahme 
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bei dem Schaf D. Bei den Schafen C und D beobachtete 
man anfangs nach 38—4 Stunden eine Zunahme von Blut- 
zucker, die sich beim Schaf D nach 20 Stunden wiederholte. 
Anorganischer Phosphor hat im Schaf B nur wenig, im 
Schaf D dagegen bedeutend abgenommen. Spiter, etwa nach 
22 Stunden, merkt man beim Schaf D eine starke Zu- 
nahme von anorganischem Phosphor, etwa 100°/. Beim 
Schaf C hat der anorganische Phosphor schon nach 3 Stunden 
deutlich zugenommen und ist nach 24 Stunden noch héher als 
im Anfang. Die Milchsiure ist beim Schaf B ungefaihr un- 
veriindert geblieben. Bei den Schafen C und D hat sie deut- 
lich zugenommen. 
Unten werden Beispiele meiner Kaninchenversuche an- | 
cefiihrt. | 
Im allgemeinen wirkte das Synthalin in den Kaninchen- 
versuchen sehr unregelmiibig. In keinem einzigen Versuch 
init Synthalindosen, welche nicht zu Kriimpfen fiihrten, wurde 
eine erhebliche Abnahme des Blutzuckers beobachtet, in mehreren | 
Versuchen dagegen merkwiirdigerweise eine sehr starke Zu- | 
nahme des Blutzuckers, ohne daf spiiterhin eine Blutzucker- 
abnahme unter die Norm erfolgt wiire. Als Beispiele der Ver- 
suche, in denen eine Neigung zur Blutzuckersenkung 
merkbar war, mégen die folgenden Versuche wiedergegeben 
werden. 


Tabelle IY. 


Kaninechen 7, grau, Gewicht 2,25 kg, nicht gehungert, 


15 mg Synthalin per os. 














Zeit Zucker 
Blutprobe | in Stunden pro 100°¢ iad Zustand des Kaninchens 
u. Minuten Blut 
I 0 137 — 
II 3 00 135 unruhig 
Iil 6 00 122 atmet periodisch, frequent 
IV 8 15 126 Nasensekretion, Apathie 
Vv 10 30 112 miide 
VI 12 15 112 etwas besser 
Vil 20 00 120 normal 
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Tabelle Y. 


Kaninchen 8, Gewicht 1,8kg, 50 Std. gchungert, 10 mg Synthalin per os. 








Zeit Zucker 
Blutprobe in Stunden in rs Zustand des Kaninchen 
I ‘ pro 100 cem 
u. Minuten Blut 
[ 8) 126 — 
II } 10 121 ruhig 
Ii] 6 00 126 frequente Atmung 
LV g 00 119 apathisch 
V 10 00 116 etwus besser 
Vi 12 00 110 miide 
Vu 20 15 | 127 normal 








ry TT 
Tabelle VL 
Kaninchen 13, grau, Gewicht 1,85 kg, 33 Stunden gehungert, 
10 mg Synthalin per os. 





Blutprobe 





Zeit 
in Stunden 
u. Minuten 


0 
4 UV 
10 00 


1d OO 


pro 100 ccm 





Zueker 
in mg 


Blut 





Milchsiiure 
in mg 


pro 100 cem 


Blut 





Zustand 
des 
Kaninchens 


unruhig 
apathisch 


iniide 


Tabelle VII. 


Kaninchen 4, weiB, Gewicht 3,3 kg, 40 Stunden gehungert, 
4 mg Synthalin pro kg subcutan. 























sa] Pa = 
2 >o]8 5 wo & Eas 
- Sse? aS) 5s 3, 
De SS&aimo Bi’ e853 «aa , rs 
a IlSEE ee Sele Stl Swe Zustand des Tieres 
os Nae le "Al" "Aaloas 
a e:i¢g2@ Ise lSse 

7 ie — N a aul — | 

I 0 143 5,3 | 53,9 — 
II 4 00 157 5,1 45,0 | unruhig und hungrig 
Ill 7 15 124 4,2 56,8 | atmet tief 
IV 10 00 138 4,5 38,4 | starke dyspnotische Atmung 
V 24 30 140 6,0 27,2 | apathisch, atmet tief 
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Nach der Einspritzung war das Tier sehr unruhig und 
angstlich. Nach 4—5 Stunden Nasensekretion, Muskelschwiiche, 
Apathie und schwere dyspnotische Atmung. Wiahrend der 
folgenden Tage war die Atmung andauernd schwer und miih- 
sam, das Tier hatte alle Eflust verloren und starb unter 
schwerer Dyspnoe und Muskelschwiche nach 7 Tagen. 

Sektion: Makroskopisch die Leber graubraun, Konsistenz 
weich. Schnittflache etwas fettig. 

Mikroskopisch wurden in der peripheren Zone der Leber- 
lappchen aber auch einigermafen diffus und zentral starke 
degenerative Prozesse nachgewiesen, wie die Lockerung der 
Zellverbinde und Schrumpfung und Untergang der Kerne; bei | 
Fettfarbung in den degenerierten Zellen feintropfiges Fett. | 


Tabelle VILL. 


Kaninechen 5, weib, 2,7 kg, 42 Stunden gehungert, 
4 mg Synthalin pro kg subcutan. 





| 


| 
i 
| 
| 
| 


| 
| 


“« a 1 Oe = = 
S 55 18 5 tS HE oA 
a > = ~ © as © = 4 pe 
Pad Se SE ime i* 2. =i= “aie ys 
a, SSE, x+ SE} —,SC2] 4 & & |} Zustand des Kaninchens 
E NynS TE Tm*M lH -AT se & 
=a os 2 2 “4 2 =—s 2 2 
— _ _ ~~ nd = as aml —) 
oar ND a os 
I 0 181 4,6 29,7 
I] 4 00 134 4,6 62,6 unruhig 
HI] 7 00 100 4,4 64,9 sehr krank, atmet tief 
[V 10 20 115 4,2 72,6 desgl. 
V 22 00 101 10,0 50,6 desgl. 

















Nach der Kinspritzung wurde das Tier selir unruhig, hatte 
sehiutte Defikation und frequente Atmung. Nach 4—5 Std. 
war das Tier schwer krank, indem es starke Muskelschwiiche, 
Apathie und schwere dyspnotische Atmung zeigte. Wahrend 
der folgenden Tage war die Atmung andauernd schwer und 
miihsam, das Tier hatte alle EBlust verloren und starb unter 
schwerer Dyspnoe und Muskelschwiiche nach 4 Tagen. 

Sektion: Makroskopisch die Leber graubraun, triibe, etwas 
geschwollen. Konsistenz weich und spréde. Schnittfliche etwas 
tettig. In der Niere kleine diffuse Blutungen. 
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Mikroskopisch in der peripheren Zone der Leberlippchen 
die Zellen fettig degeneriert. Das Fett ist in kleinen Tropfen. 
In der Niere Hyperimie, interstitielle Blutungen, Vermehrung 
des interstitiellen Bindegewebes. Einige Glomeruli., nekroti- 
siert. AuBerdem nephrotische Veriinderungen in Harnkaniilchen. 

Die Kaninchen 4 und 5, welche 3,5 mg Synthalin pro Kilo- 
gramm subcutan erhielten, starben, das erste nach 7, das zweite 
nach 4 Tagen. In Versuchen VI und VII beobachtete man 
wie in den vorerwihnten zwei Schafversuchen anfangs eine 
Zunahme des Blutzuckers. Die Blutzuckerverminderung er- 
folgzte nach 6—S8Stunden und dauerte stundenlang. In den 
Versuchen VII und VIII fand zuerst eine Abnahme des an- 
organischen Phosphors statt, nach 24 Stunden beobachtete man 
indes im Versuch VIII einen sehr starken Anstieg des Phos- 
phors. 

Die Milchsiure erfuhr im Versuch VIII eine starke Zu- 
nahme. 

Im folgenden werden einige Versuche, in denen der Blut- 
zucker erheblich zugenommen hat, vorgelegt. 


Tabelle IX. 


Kaninchen 10, schwarz, Gewicht 2,2 kg, 34 Stunden gehungert, 
4mg pro Kilogramm Synthalin subkutan. 




















Blut- Zeit {Zuckerin mg! P in mg 
probe in Stdn. | pio 100 cemj pro 100 cem Zustand des Tieres 
u. Min. Blut Blut 

I 0 123 4.3 

I 2 10 209 4,4 unruhig, atmet frequent 
II 6 30 170 5,6 o + g Cewentioter 
IV 9 20 171 5,5 Muskelzittern, Apathie 

V j 1200 170 5,3 miide 

VI | 15 15 184 5,2 
Vil 20 00 188 7,4 


Das Tier war wiihrend des Versuches ziemlich krank, er- 
holte sich aber spiiter, zeigte jedoch noch wihrend mehrerer 
Tage nachher groBe Appetitlosigkeit. 
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Tabelle X. 


Kaninchen €, schwarz, Gewicht 2,82 kg, 30 Stunden gehungert, 
4mg pro Kilogramm Synthalin subcutan. 








Zeit 
in Stdn. 
u. Min. 


Zucker in 
mg pro 
100 eem 

Blut 




















P in mg | Milchsiure 
pro in mg pro ite 
sands, 4 Meee Zustand des Tieres 
Blut Blut 
41 29, 
4,9 26,2 hungrig 
4,25 22 Nasensekretion 
4,3 30,1 Muskelschwiiche, 
Apathie 
4.6 34,6 miide | 


Tabelle XI. 


Kaninchen 12, grau, Gewicht 2,25 kg, 34 Stunden gehungert, 20 mg Syn- 





Blut- 
probe 


Zeit 
in Stdn. 
u. Min. 


15 00 





Blutzuck. 
in mg pro 
100 eem 
Blut 
127 
169 
140 


151 











thalin per os. 
P in mg | Milchsiiure 
pro in mg proj... — = 
sin con an eons Zustand des Tieres 
Blut Blut 
4,1 50,1 
te 39,2 unruhig. Defika- 
tion 
4,3 25,1 apathisch, atmet 
tief 
4,2 24,4 groBe Muskel- 
schwiiche 





Tabelle XII. 


Kaninchen 9, schwarzgrau, Gewicht 2,75 kg, 30 Stunden gehungert, 
2,5 mg Syuthalin pro Kilogramm subcutan. 





Blut- 
probe 


IV 


Zeit 
in Stdn. 
u., Min. 











Zucker in mg| Milchsiiure 
pro 100 ccm} in mg pro Zustand des Tieres 
Blut 100 cem 
134 30,5 
137 35,5 normal 
194 23,2 miide 
161 50,3 sehr widerstrebend 
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Tabelle XIII. 
Kaninehen 11, schwarz, Gewicht 2,6 kg, 30 Stunden gehungert, 4,5 mg 
Synthalin pro Kilogramm subcutan. 























Zeit |Zuckerin mg] Milchsiiure 
rie in Stdn. | pro 100 ecm} in mg pro | Zustand des Kaninchens 
probe! u. Min. Blut 100 ccm 
0 140 39,2 
IL 3 230 40,0 sehr unruhig, atmet fre- 
quent 
lil 7 00 188 33,5 Muskelzittern, Apathie 
IV 11 15 142 27,5 Muskelzittern, stridorése 
Atmung 
VY 16 30 139 38,5 Apathie, dyspnotische 
Atmung 





Das Tier war nach der Einspritzung unruhig und hungrig. 
Nach etwa 4 Stunden wurde es schwer krank. Man beob- 
achtete Muskelzittern, Bronchial- und Nasensekretion, dyspno- 
tische Atmung, Muskelschwiche und Apathie. Unter diesem 
Zustande starb das Tier nach 2'Tagen. Keine Krimpfe wurden 
beobachtet. 

Sektion: Makroskopisch keine deutlichen Verainderungen. 

Mikroskopisch in den Leberzellen eine starke, periphere, 
feintrépfig-fettige Degeneration. Schrumpfung und Untergang 
der Kerne in den degenerierten Zellen. In der Niere die 
Kpithelzellen der Harnkaniilchen etwas geschwollen und stellen- 
weise locker, die gegen das Lumen gelegene Fliche der Zellen 
ist wie zerrissen. In Harnkaniilchen eiweibhaltige Zylinder. 

Das Kaninchen 11 erhielt 4,5 mg Synthalin pro Kilogramm 
und starb nach 2'Tagen unter schwerer Dyspnoe. Andere Tiere 
zeigten mehr oder weniger die toxischen Symptome des Syn- 
thalins, erholten sich aber spiter. Per os scheint das Syn- 
thalin viel schwiicher zu wirken als nach subcutaner Kin- 
spritzung. Wie aus den Tabellen ersichtlich, ist der Blut- 
zucker in diesen Versuchen sehr erheblich erhdht und die 
Hyperglykiimie hat in anderen Versuchen verhiltnismiBig lange 
angedauert. Der anorganische Phosphor hat bei den Ver- 
suchen IX, X und XI zugenommen, am meisten im Ver- 
such IX, in welchem die Giftwirkung des Synthalins deut- 
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lich hervortritt und in welchem auferdem als eine Spitwirkung 
nach 20 Stunden eine starke Zunahme des anorganischen Phos- 
phors beobachtet wird. Die Milchsire ist in diesen Versuchen 
nicht erhdht worden. Vielmehr bemerkt man dort eine kleine 
Neigung zur Abnahme. 

Bei einigen der erérterten Kaninchen- und Schafversuche 
habe ich durch das Hamatokritverfahren nach Einspritzung 
von Synthalin eine geringe Abnahme der Blutkérperchenanzahl 
festgestellt. Vielleicht ist dies als eine Folge der Blutent- 
nahme anzusehen. Auferdem sind Ca-Bestimmungen gemacht 
worden und in ein paar Versuchen wurde eine Ca-Abnahme 
beobachtet. 

SchlieBlich sei noch iiber einen Versuch berichtet, bei 
welchem einem Kaninchen von 2,5 kg Gewicht wihrend 10 Tagen 
10mg Synthalin per os im Tage gefiittert wurde. Dann wurde 
das Tier getétet und die Sektion gemacht. Das Tier zeigte 
wiihrend des Versuches schlechte EBlust. Am Ende der Ver- 
suchstage war der Blutzucker ein wenig erhdht. 

Sektion: Mikroskopisch diffus in den Leberzellen fein- 
tropfiges Fett. In der Niere die Epithelzellen der Harn- 
kanilchen etwas geschwollen und granuliert, stellenweise aus 
ihren Zellverbiinden gelést; die gegen das Lumen gelegene 
Fliche der Zellen wie zerrissen. 


Diskussion. 

Wie aus den oben erérterten Versuchen ersichtlich, scheint 
die Wirkung des Synthalins im Tierkérper sehr kompliziert 
uud in vieler Hinsicht von der Wirkung des Insulins verschie- 
den zu sein. Merkwiirdigerweise hat es in einigen von meinen 
Versuchen starke Hyperglykiimie verursacht. Uberhaupt kann 
man behaupten, da8 die blutzuckervermindernde Wirkung weder 
in den weniger toxischen, noch in den tédlichen Dosen beson- 
ders grol} gewesen ist. Bekanntlich vermindert das Insulin 
auch in kleinen Dosen den Blutzucker im allgemeinen sehr 
erheblich, ohne irgendwelche toxische Symptome und ohne 
daB das Tier danach irgendwie leiden wiirde. Wahrscheinlich 
tritt die eine Blutzuckerabnahme hervorrufende Wirkung des 
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Synthalins in den normalen Tieren nur dann stark zutage, 
wenn es ihnen in einer groBen, zu Krimpfen fiihrenden toxi- 
schen Dose verabreicht wird. In meinen Versuchen habe ich 
nicht so groBe Dosen angewandt, weil die Krimpfe an und 
fir sich sekundir grofe Verinderungen in den Blutbestand- 
teilen verursachen kénnen. Ob die von Guanidin und Syn- 
thalin hervorgerufenen Krampfe yon der Blutzuckerabnahme 
herriihren oder auf der allgemeinen Giftwirkung dieser Stoffe 
beruhen, ist vorliufig unklar. Frank bemerkt, daB Synthalin- 
krimpfe sofort aufhéren, wenn eine kleine Dose Glucose ver- 
abreicht wird, anderseits aber scheinen die Krimpfe, nach 
einigen seiner Tierversuche zu urteilen, bei relativ hohem 
Blutzuckerspiegel aufzutreten. 

Die blutzuckervermindernde Wirkung des Synthalins ist 
zurzeit schwer zu erklaren. Ob das Synthalin direkt an dem 
Kohlehydratstoffwechsel teilnimmt, oder ob es nur sekundir, 
z. B. durch Vergiftung der Leber oder mittels Nervensystems 
einwirkt, ist eine ungeléste Frage. 

DaB das Nervensystem, wenigstens teilweise, einen Ein- 
flu8 auf die vom Synthalin bewirkte Blutzuckerverinderung 
ausiibt, scheint sehr wahrscheinlich zu sein. Aus der Guanidin- 
wirkung auf das vegetative Nervensystem wei man nach 
Burns und Watson!), daB das Guanidin zuerst durch Accele- 
ransreizung beschleunigend, und dann durch Vagusreizung ver- 
langsamend auf die Herztiitigkeit wirkt. In Ubereinstimmung 
hiermit erklirt Clark, wie oben erwihnt, daB die bei der 
Guanidinwirkung zuerst beobachtete Hyperglykimie die Folge 
einer primiiren Sympathicusreizung und die darauf folgende Hypo- 
glykimie die einer spiteren Vagusreizung ist. In derselben Weise 
kénnte man mdglicherweise die Wirkung des Synthalins auf den 
Blutzucker erklaren. Die in meinen Versuchen beobachtete 
primire starke Zunahme von Blutzucker wiirde der erhéhten 
Adrenalinsekretion, die Hypoglykiimie wiederum vielleicht zum 
Teil der durch die Vagusreizung vermehrten Insulinsekretion 
zuzuschreiben sein. Es ist ja ibrigens bekannt, dab der Blut- 





1) Jl. of Physiol. Bd. 53, S. 386 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXVIII. 19 
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zucker durch bloBe mechanische Vagusreizung erniedrigt werden 
kann, und andererseits ist neulich beobachtet worden (Krim- 
berg'), daB das Methylguanidin eine die Sekretion der Darm- 
driisen beférdernde Wirkung ausiibt. 

Betreffend den anorganischen Phosphor ist hervorzuheben, 
daf in denjenigen Versuchen, in welchen der Zucker abge- 
nommen hat, meistens auch eine Abnahme des anorganischen 
Phosphors ziemlich deutlich hervortritt; in dieser Beziehung 
wiirde also eine Ubereinstimmung mit der Insulinwirkung vor- 
liegen. Der Versuch III bildet jedoch eine Ausnahme. Dort 
beobachtet man, wie in allen denjenigen Versuchen, bei denen 
der Blutzucker deutlich zugenommen hat, eine Zunahme des 
anorganischen Phosphors, der, wie friiher erwihnt, fiir die 
(suanidinwirkung charakteristisch ist. Bei einigen Versuchen, 
in denen das Synthalin stark giftig gewirkt hat, beobachtet 
man nach 20—24 Stunden eine sehr erhebliche Zunahme von 
anorganischem Phosphor, die tiber 100°/, betragen kann. 

Betreffend die Milchsiurewerte ist Vorsicht am Platze, 
wenn man Schlu8folgerungen aus den Resultaten ziehen will. 
Der Milchsiuregehalt ist namlich sehr abhingig von dem Ver- 
halten der Tiere waihrend der ganzen Versuchsperiode. In 
Collazzos?) Versuchen schwanken die Milchsiurewerte zwischen 
13 und 135 mg °/,, in meinen Versuchen bei den 33—48 Stdn. 
gehungerten Kaninchen zwischen 20 und 53mg °/,. Ein deut- 
liches Bild von der Einwirkung des Synthalins auf den Milch- 
siiuregehalt geben meine Kaninchenversuche nicht. In einem 
Versuch, in dem das Synthalin stark giftig wirkte, ist eine 
sehr erhebliche Zunahme von Milchsiure bemerkbar, was aber 
wenigstens teilweise auf einen dyspnotischen Atmen beruhen 
kann. In den Versuchen, in welchen der Blutzucker zugenommen 
hat, wird nach Verabreichung von Synthalin nach 7 Stunden 
ein relativ niedriger Milchsiuregehalt beobachtet. Zuverlissiger 
scheinen die Schafversuche. In Versuch I, in welchem eine 
verhiltnismifig geringe Synthalinmenge angewandt wurde, ist 
keine nennenswerte Veranderung in der Milchsiure zu _ be- 





1) Krimberg u. Komarow, Biochem. Zs. Bd. 176, S. 73 (1926). 
*) Collazzo u. Supniewski, Biochem. Zs. Bd. 159, 8. 423 (1925). 
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merken. In Versuch II und III, in denen eine gréBere Menge 
Synthalin zur Verwendung kam, ist eine deutliche Zunahme 
von Milchsiure wahrzunehmen, die nach 10—12 Stunden am 
sréBten ist. Da der Zustand der Tiere wihrend der ersten 
Versuchstage sich duBerlich nicht nennenswert von demjenigen 
der normalen Tiere unterschied und die Tiere sich bei der 
Blutprobeentnahme verhiltnismiBig ruhig verhielten, kann man 
vielleicht die hohen Milchsiurewerte nach Verabreichung von 
Synthalin auf die Wirkung des Synthalins zuriickfiihren. Es 
sel erwihnt, daf diese Tiere im niichternen Zustande niemals 
so hohe Milchsiiurewerte gezeigt hatten. 

Das Synthalin scheint im iibrigen ein Stoff von sehr 
siftiger Wirkung zu sein, das, wenn es einmal zur krif- 
tigen Wirkung gelangt, das Tier sicher tétet, ohne daB eine 
Zuckereinspritzung von Nutzen wire. In keinem einzigen Ver- 
such wurden bei den Tieren durch Synthalin Krampfe hervor- 
gerufen, trotzdem starben mehrere Tiere aber allmiahlich infolge 
von Synthalinvergiftung. Die Schafe, die 2,6—2,8 mg Synthalin 
pro Kilogramm subcutan erhielten, starben nach 10—11 Tagen. 
Einige Kaninchen, welche 3,5—4,5 mg pro Kilogramm subcutan 
erhielten, starben innerhalb 2—7 Tagen. Die durch Synthalin 
bei den Kaninchen verursachten Symptome erinnern sehr an 
die gewohnliche Guanidinvergiftung. Die Tiere wurden zuerst 
unruhig und ingstlich, die Atmung war frequent, die Defi- 
kation bisweilen einigermaSen gehiuft. Nach etwa 3—5 Stdn. 
wurde der Zustand der Tiere apathisch, die Atmung langsamer 
und stridorés. Gleichzeitig beobachtete man eine starke Nasen- 
sekretion und bisweilen etwas Muskelzittern. Die Tiere starben 
unter erhéhter Dyspnoe und Kraftlosigkeit. In den leichtesten 
Fiillen erholten sich die Tiere nach 8—12 Stunden, waren aber 
oft noch tagelang ohne KBlust. Bei den Schafen konnte man 
anfangs nur Apathie und Appetitlosigkeit beobachten. Spaterhin 
zeigten sie starke Muskelschwiiche und leicht dyspnotische 
Atmung. Bei der Synthalinvergiftung schienen, wie erwahnt, 
die Zuckereinspritzungen von keiner nennenswerten Bedeutung 
fiir den Zustand der Tiere zu sein. 


Um iiber die durch das Synthalin hervorgerufenen etwaigen 
19* 
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Verinderungen im Organismus Klarheit zu gewinnen, sind 
pathologisch-anatomische Untersuchungen an einigen an Syn- 
thalinvergiftung gestorbenen Tieren ausgefiihrt worden. Die 
diesbeziiglichen Protokolle sind oben genauer beschrieben worden. 
Obwohl der Vergiftungszustand der Tiere eine kurze Zeit an- 
gedauert hatte, konnten bei einigen Tieren verhiltnismibig deut- 
liche Veriinderungen an der Leber und der Niere beobachtet 
werden. In der Leber der Kaninchen fand man deutliche degene- 
rative Prozesse in den Leberzellen, was aus der schlechten Farbung 
der Zelle, Lockerung des gegenseitigen Zusammenhanges inner- 
halb der Leberbalken und Schrumpfung der Kerne hervorging. 
Bei Fettfirbung fand man in den degenerierten Zellen fein- 
tropfiges Fett. Die fettige Degeneration in den Leberlippchen 
schien mehr peripher zu sein, konnte aber auch diffus und 
zentral sein. Bei einem Schafe kamen dieselben Verinderungen 
in dem zentralen Teile der Leberlappchen ziemlich klar hervor, 
bei anderem Schafe waren die degenerativen Prozesse nicht 
deutlich. Dagegen wurden bei diesem Tiere in der Niere starke 
nephrotische Verainderungen nachgewiesen, die in degenerativen 
Prozessen in Harnkanalchen, EiweiBzylindern und Hyperaimie 
bestanden. Dieselben Veriinderungen kamen auch bei Kanin- 
chen deutlich hervor. Bei einem Kaninchen bemerkte man, 
etwas abweichend, auBerdem starke Wucherung des _inter- 
stitiellen Bindegewebes, was wahrscheinlich auf andere Ur- 
sachen zuriickzutiihren ist. 

Die pathologisch-anatomischen Untersuchungen fanden in 
der pathologischen Anstalt der Universitit zu Helsinski statt 
und bin ich Herrn Prof. Harry Castrén, der mir bei diesen 
Untersuchungen mit wertvollen Ratschligen beigestanden hat, 
aufrichtigen Dank schuldig. 


Zusammenfassung. 


Das Synthalin unterscheidet sich in vielen Beziehungen 
hinsichtlich seiner Wirkung von dem Insulin. Die Blutzucker- 
erniedrigung bei normalen Tieren ist gar nicht so klar und 
charakteristisch durch Synthalin wie durch Insulin. Bei einigen 
Versuchen mit relativ groBen, aber nicht zu Kriampfen fiihren- 
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den Dosen erhielt man bei Tieren eine verhiltnismiBig geringe 
Blutzuckerabnahme, die sich erst nach Verlauf mehrerer Stun- 
den bemerkbar macht und relativ lange andauert. Vor der 
Abnahme des Blutzuckers wurde auch in diesen Fallen haufig 
ein deutlicher Blutzuckeranstieg beobachtet. Bei anderen Ver- 
suchen bewirkte das Synthalin nur eine recht starke Blut- 
zuckererhéhung. Diese ist vielleicht durch die vermehrte Adre- 
nalinsekretion erzeugt. 

Neben der Abnahme des Blutzuckers beobachtet man, wie 
bei der Insulinwirkung, eine Abnahme des anorganischen Phos- 
phors, aber nicht konstant. In den Fillen, in welchen der 
Blutzucker stark erhéht ist, hat der anorganische Phosphor 
im Blut immer deutlich zugenommen. Wenn das Synthalin 
stark giftig gewirkt hat, findet man nach etwa 24 Stunden 
eine bis auf 100°/, steigende Erhéhung des anorganischen 
Phosphates. 

In den Schafversuchen hat die Milchsiure zugenommen. 
Die Kaninchenversuche geben kein deutliches Bild von der 
Milchsaure. 

Die vom Synthalin verursachten Vergiftungssymptome in 
den Tieren erinnern sehr an Guanidinvergiftungen. Der Tod 
kann bisweilen erst nach einer lange andauernden Krankheit 
erfolgen. Die tédliche Dosis war bei Schafen 2,6—2,8 mg pro 
Kilogramm, bei Kaninchen 3,5—4,5mg pro Kilogramm sub- 
cutan. Die Tiere schienen die Wirkung des Synthalins in 
sehr verschiedener Weise zu vertragen. 

Pathologisch-anatomisch konnte man in der Leber einiger 
Tiere eine fettige Degeneration und in der Niere nephrotische 
Veriinderungen feststellen. 








Uber den Chemismus der Porphyrinbildung und die 
Konstitution des Haimins. 


13. Mitteilung tiber Porphyrine. 
Von 
William Kiister und Karl Schlayer. 


(Aus dem Labor. f. organ. u. pharmaz. Chemie der Techn. Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juni 1927.) 


Nachdem es gelungen war einen Dichlor-') und einen 
Dibromhimatoporphyrindimethylather’) darzustellen und fiir 
den Chemismus der Vorgiinge, die sich bei der Addition des 
Halogens an einen Dimethylester des Chlor- bzw. Brom- 
Kisessighimins und der Uberfiihrung der Additionsprodukte 
durch Hisessig-, Chlor- bzw. Bromwasserstoff in die Porphyrin- 
derivats abspielen, eine befriedigende Erklarung zu finden, lag 
es nahe, das Dichlordimethyl(chlor)himin der Einwirkung von 
Bromwasserstoff—Eisessig zu unterwerfen, wobei, falls die ge- 
gebene Erklarung zutreffend war, ein Chlorbromhaimatoporphyrin- 
dimethylither entstehen muBte. DaB dieser Versuch tatsichlich 
im gewiinschten Sinne ausfiel, wurde bereits kurz mitgeteilt%), 
nihere Angaben iiber die einzelnen Operationen finden sich im 
experimentellen T'eil der vorliegenden Arbeit. Indessen konnte 
das Resultat noch nicht vollstaindig befriedigen, weil immerhin 
mit der Méglichkeit einer nicht vermuteten Stellung der Halogen- 
atome im Molekiil gerechnet werden muBte. Erst die Ab- 
oxydation des Porphyrins konnte die Klairung bringen, denn 





') Diese Zs. Bd. 153, S. 128 (1926). 
*) Chem. Ber. Bd. 58, S. 1022 (1925); diese Zs. Bd. 186, S. 235 (1924). 
5) Diese Zs. Bd. 168, S. 267 (1927). 





Uber den Chemismus der Porphyrinbildung usw. 295 


hierbei muBte ein chlor- und ein bromhaltendes Imid C,H,,O,NCI 
und C,H,,0,NBr erhalten werden, von welchen das letztere 
identisch sein muBte mit dem bei der Aboxydation des Di- 
bromhimatoporphyrindimethylathers in einer Ausbeute von 
2 Molekiilen entstandenen Imid.!) In der Tat wurde bei der 
Oxydation des Chlorbromhamatoporphyrindimethylathers in 
Liésung von 30°/, iger Schwefelsiure durch Chromsiiure neben 
2 Molekiilen Himatinséure ein Gemisch von Imiden erhalten, 
das durch fraktionierte Krystallisation aus Ather in das schon 
bekannte Methyl(brom-methoxy)ithylmaleinimid C,H,,O,NBr 
vom Schmelzp. 75° und in das entsprechende Methyl-{chlor- 
methoxy)ithylmaleinimid (Schmelzp. 65°) getrennt werden konnte. 

Die Verseifung des letzteren hat noch zu keinem einheit- 
lichen Stoff gefiihrt. Es wurde beim Erhitzen mit brom- 
wasserstoffsiure ein gelbes Ol erhalten, das kein Methoxyl 
und keinen Stickstoff mehr enthielt, wohl aber Halogen. Es 
diirfte demnach das Chlor fester haften als Brom.”) 

Durch die vorstehenden Resultate scheint die Annahme, 
da8 im Dimethylester des EHisessighimins die Anlagerung von 
Halogen in 1—4-Stellung an den zusammenhiingenden un- 
gesittigten Seitenketten, die demnach an benachbarten Pyrrol- 
kernen haften miiBten, véllige Bestatigung erhalten zu haben. 
Indessen sind, was das Entstehen eines Chlorbromhimato- 
porphyrindimethylithers und die Aboxydation desselben zu 
einem chlor- und einem bromhaltigen Imid betrifft, andere 
Deutungen nicht ausgeschlossen, die denn auch in Betracht 
gezogen worden sind, wie das in der von W. Kiister und 
W. Heess?) verdffentlichten Abhandlung durch den Satz zum 
Ausdruck gebracht wurde: ,von den méglichen Bildern, die 
sich nun fiir die Gruppe C,H, ergeben, méchten wir der An- 
ordnung: Py'—C=CH, 

Py”—CH—UH 
den Vorzug geben.“ 





1) Die Aboxydation des Dichlorhimatoporphyrindimethylithers 
konnte bisher aus Mangel an Material nicht ausgefiihrt werden. 

) Vgl. diese Zs. Bd. 163, S. 269 (1927). 

3) Chem. Ber. Bd. 58, S. 1022 (1925). 
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So wurde auch an die Méglichkeit gedacht, daB die Addi- 
tion von Chlor an einem Vinylrest ,—CH—CH,“ erfolgen und 
zu Py’—CHCI—CH,Cl fihren kénne, wihrend die nachfolgende 
Behandlung mit Hisessig—Bromwasserstoff allein einen Acetylen- 
rest betrifft und ihn in Py’—CHBr—CH, Br iiberfiihrt, wonach 
durch die Behandlung mit Methylalkohol ein Porphyrin mit 
iolgenden Seitenketten: 


Py’—CH(OCH,)—CH, Cl 
Py’—CH(OCH,)CH,Br 


entstehen mub, das mit dem identisch sein diirfte, welches sich 
nach der von uns bevorzugten Deutung ergibt. Die letztere 
erklairt aber, daB sich die ungesittigten Seitenketten nach der 
Anlagerung von Halogen ander. gegeniiber Eisessig—Brom- 
wasserstoff verhalten als vorher, denn vor der Addition nehmen 
sie nur 2 Mole Bromwasserstoff auf. Sie sollten aber, wenn 
sie nicht zusammenhingen und demnach auch an nicht be- 
nachbarten Pyrrolkernen haften kénnen, 3 Mole Bromwasser- 
stoff aufzunehmen imstande sein entsprechend dem Verhalten 
nach der Addition von 2 Atomen Halogen, denn dann werden 
ja immer noch 2 Mole Bromwasserstoff eingelagert, also ent- 
sprechend dem Grad ihres Ungesittigtseins, wie aus dem Ent- 
stehen und dem Verhalten des Haimatoporphyrins und seines 
Dimethylithers hervorgeht. Der letztere enthalt z. B. eine 
leicht verseifbare Methoxylgruppe’), was nur zu erkliren ist, 
wenn sie sich an einem ungesittigten Kohlenstoffatom befindet, 
wiihrend das zweite Methoxyl an einer gesittigten Kette von 
zwei Kohlenstoffatomen haftet. Das Hamatoporphyrin?) liBt 
sich durch Methylalkohol—Salzsiure fast vierfach methylieren, 
was neben der zweifachen Hsterifizierung auf die Bildung eines 
Acetals zuriickgefiihrt werden kann, indem sich die ungesiattigte 
Gruppe —CH=CHOH in CH,—COH umwandelt, worauf 
—CH,—CH(OCH,), entsteht. Es bleibt denn auch fir das 
Hiimatoporphyrin allein die Anordnung: 





2 (1913); Bd. 155, S. 115 (1926). 
52 (1913). 


1) Diese Zs. Bd. 86, S. 5 
*) Diese Zs. Bd. 86, &. 
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Py’—CH=CHOH 
Py”—CH—CH, 
OH 


fiir seinen Dimethylaither allein die Anordnung: 


Py’—CH=CH-0CH, 

Py”—CH(OCH,)—CH, 
iibrig, wenn man alle Méglichkeiten in Betracht zieht, die sich 
bei der Anlagerung von 2 Molekeln Bromwasserstoffsiure an 
die ungesattigten Seitenketten ergeben, und die unwahrschein- 
lichen Kombinationen ausschlieBt, und zwar kommt man zu 
demselben Resuliat, ob man nun von der Anordnung: 


Py’—C=CH 
Py’’—CH=CH, 
oder der Anordnung: 
Py’—C=CH, 
lite, 
Py”—CH=CH 
ausgeht.+) 

Da nun nach der Addition von zwei Halogenatomen, die 
ja nur an den Seitenketten erfolgen kann, immer noch zwei 
Molekeln Bromwasserstoff aufgenommen werden, muB also eine 
Veriinderung der Seitenketten durch diese Addition erfolgen 
und diese Verinderung erklart sich immer noch am besten 
mit der Annahme, daf die ungesittigten Seitenketten mit- 
einander in Verbindung treten kénnen. MHierzu mu8 zunichst 
noch bemerkt werden, daf nach den in der vorliegenden Arbeit 
geschilderten Resultaten eine Anlagerung der zwei Halogen- 
atome an den Acetylenrest der Ester ausgeschlossen ist, da 
sich dann eine Anordnung der Halogenatome in den Seiten- 
ketten ergibt, die nach der Anlagerung von Bromwasserstoff 
schwerlich zu einem Chlor-bromdimethoxyhimatoporphyrin 
fihren kann, das bei der Aboxydation ein Chlor- und ein 
(Brommethoxy)ithylmethylmaleinimid gibt, wobei von der Kon- 
stitution dieser Imide ganz abgesehen werden kann. Es miiBte 
sich dann nimlich ein Imid vorgefunden haben, das entweder 





1) Aus der Dissertation von M. Greiss- Stuttgart (unveréffentlicht). 








298 William Kiister und Karl Schlayer, 


ein Brom oder eine Methoxylgruppe im Molekiil enthilt, aber 
nicht Imide, die sowohl Halogen als Methoxyl enthalten, wie 
z. B. aus folgenden Bildern hervorgeht: 


Py—C=CH 4 | Py’—CCl=CHC! 

Py”—CH=CH, Py’”—CH=CH, 
Py’—CHCI—CHCI-Br 
Py”—CHBr—CH, .) 


Cl, + 2HBr —> 


Die Addition der beiden Halogenatome miiBte also am 
Vinylrest erfolgt sein und erst durch diese Addition miBte 
der Acetylenrest befihigt werden 2 Molekiile Bromwasserstoff 
aufzunehmen. Das ist aber so unwahrscheinlich, daB nach 
einer anderen Erklirung gesucht werden muB. Die niichst- 
liegende ist die, daB der Acetylenrest zuniichst einmal im EHis- 
essighiimin selbst nicht vorgebildet ist und da& zwischen diesem 
und seinem Dimethylester, von dem bei den vorliegenden Ver- 
suchen ausgegangen wurde, ein gréBerer Unterschied besteht, 
als bisher angenommen worden ist, wonach das Hisessighimin 
als Dibetainform einer Dicarbonsaéure formuliert wurde. Es 
spricht vieles dafiir, z. B. auch die Gewinnungsart des Dimethyl- 
derivats, wobei Pyridin—Chloroform zum Lésen verwendet 
werden mu, daB im Hisessighimin ein Oxyvinylrest vorhanden 
ist, was die Anlagerung von nur einem Molekiil Bromwasser- 
stoff an dieser Stelle sofort erkliren wiirde. Da aber das 
Kisessighimin nur 4 Atome Sauerstoff enthalt, kann dann in 
ihm keine zweibasische Siure mehr vorliegen. Es ist das eine 
Carboxyl entweder lactonartig mit dem Oxyvinyl verkniipft 
oder lactonartig an ein Stickstoffatom gebunden. Da aber 
letzteres héchst wahrscheinlich auch noch das Hisen trigt, 
weil beim Angriff durch Chlor sowohl der Carbonylrest wie 
das Eisen betroffen wird”), so kommt eine Konfiguration zu- 
stande, wie sie durch Bild I] etwa zum Ausdruck gebracht 
werden kann. Der Esterbildung wiirde dann eine Trennung 
des Carboxylrests und des Oxyvinylrests vom Stickstoff unter 





*) Das erwihnte Imid wiirde sich bei der Aboxydation des Pyrrol- 
kerns Py’ ergeben haben. 
?) Nach Beobachtungen von Dr. W. Zimmermann. 
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primirer Kinlagerung der zum Lésen des Himins notigen Base, 
z. B. Pyridin vorausgehen, welches Zwischenprodukt beim Ein- 
tragen in Methylalkohol—Salzsiure das Dimethylderivat einer 
zweibasischen Saure liefert (Bild II). Da aber letzteres auch 
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Zwischenprodukt II Dimethyl(chlor)himin III 


nur vier Sauerstoffatome enthilt, muB die herausgeklappte 
Oxyvinylgruppe Wasser in anderer Richtung verlieren, sofern sie 
nicht auch methyliert wird, was der Fall zu sein scheint. Der 
Wasserverlust kiénnte aber zum Acetylenrest fiihren, woraut 
die Umgruppierung mit der benachbarten Vinylgruppe, viel- 
leicht erst im Moment der Halogenanlagerung, erfolgt, die 
Wasserabspaltung kénnte aber vielleicht auch direkt zwischen 
der Oxyvinylgruppe und dem Vinyl am niichsten Pyrrolkern 
erfolgen und auf diesem Wege das Dimethylhimin entstehen, 
welchem Bild III zukommt, falls nicht noch andere, zurzeit 
nicht iibersehbare Umformungen mit dem Austritt von Wasser 
einhergehen, welche bedingen, daB nach der Addition von zwei 
Atomen Halogen an das Vinyl der Acetylenrest befahigt ist, 
2 Molekiile Bromwasserstoff zu addieren. LEinstweilen bietet 
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aber das Bild III die beste Grundlage zur Erklirung der be- 
obachteten Vorginge, womit, selbst wenn sich fiir das Eisessig- 
hamin die neue Vorstellung als zutreffend erweisen sollte, fir 
das aus ihm entstehende Dimethylderivat die bisher bevor- 
zugte Konstitution beibehalten bleibt. 

Mit der neuen Auffassung iiber die Struktur des Hamins 
stehen aber die Beobachtungen, welche sich auf die Ester- 
bildung desselben beziehen, durchaus im Einklang, ist doch 
immer betont worden, daB sich vorzugsweise ein Monoalkyl- 
derivat bildet.') Besonders trige verlief die Einwirkung von 
Diazomethan auf EKisessighimin, es konnten immer nur wenige 
Prozente der eingesetzten Menge in ein Monomethylderivat 
iiberfiihrt werden.?) Beim schén krystallisierten Rhodanhimin, 
das mit Hilfe von Acetonschwefelsiure hergestellt war, gingen 
zwar 100°/, in methyherte Stoffe iiber, doch waren nur 13°/, 
davon dimethyliert. Auch wurde darauf hingewiesen, daf 
durch das Diazomethan Verinderungen unbekannter Natur 
eingetreten sein muBten, da die erhaltenen Produkte nicht 
mehr krystallisierten oder nicht durchgehend krystallisiert er- 
halten werden konnten.’) Zur Aufklirung der letzteren Be- 
obachtung wurde nun auch das Dimethyl(chlorjhiimin aus Kis- 
essighiimin und das daraus hergestellte Dichlordimethyl(chlor)- 
hiimin der Einwirkung von Diazomethan unterworfen. Hs zeigte 
sich dabei namentlich bei letzterem Priparat, daB die Farbe der 
verwendeten Chloroformlésung allmihlich in Gelbgriin tiberging 
und da8 das Hiiminspektrum vdéllig verschwand. Danach hat 
also eine Veriinderung an den farbgebenden Gruppen, d. h. an 
den Methinen Platz gegriffen, die in einer Anlagerung von 
Wasserstoff bestanden haben kénnte. Die Analysen des schén 
griin gefarbten Stoffes fielen unbefriedigend aus, auch war er 
nicht im krystallisierten Zustand zu gewinnen, ging vielmehr 
bei diesbeziiglichen Versuchen wieder in das Dichlordimethyl- 
(chlor)himin iiber, was auch schon beim Stehen an der Luft | 
unter Dunkelfirbung eintrat, wonach auch wieder das Himin- 











1) Diese Zs. Bd. 91, S. 149 (1914); Bd. 151, S. 62 (19286). 
*) Diese Zs. Bd. 101, S. 80 (1917). 
*) Diese Zs. Bd. 129, S. 160 (1923). 
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spektrum beobachtet werden konnte. Da nun ferner an- 
scheinend das gleiche Produkt bei der Einwirkung von Natrium- 
amalgam auf die methylalkoholische Lisung des Dichlorderivats 
erhalten wurde und dem Diazomethan reduzierende Wirkung 
innewohnt}), ist die Annahme einer Anlagerung von Wasser- 
stoff an Methine gerechtfertigt, es bleibt aber unentschieden, 
ob zwei Methine betroffen worden sind oder ob etwa nur die 
im Himin vermutete Radikalstelle ein Wasserstoffatom auf- 
cenommen hat. Mit Sicherheit folgt aber schon aus den 
spektroskopischen Beobachtungen, da die Reduktion nicht an 
den Seitenketten erfolgt ist. Bestitigt wurde dieser SchluB 
noch durch die Einwirkung von Bromwasserstoff—Eisessig auf 
das griin gefirbte Produkt, das sich durch Natriumamalgam 
aus dem Dichlordimethyl(chlor)himin gebildet hatte, denn 
hierbei wurde derselbe Chlor-bromhimatoporphyrindimethyl- 
‘ither erhalten, wie aus dem Dichlordimethyl(chlor)himin. Viel- 
leicht kann dieser Verlauf zusammen mit der Beobachtung, 
daB die Luftoxydation des reduzierten Stoffes zur Bildung von 
Wasserstoffperoxyd fiihrt, dessen Auftreten durch die Gelb- 
fairbung einer Titandioxydlésung in konzentrierter Schwefel- 
siiure nachgewiesen werden konnte, sogar dahin gedeutet werden, 
da8 nur die Radikalstelle des Himins bei der Reduktion durch 
Wasserstoff besetzt wird, wobei ein héchst labiler Zustand 
geschaffen wird. Ist es doch gar nicht ausgeschlossen, daB 
im Hi&min ein Doppelmolekiil vergieichbar dem Hexaphenyl- 
Athan vorliegt, das, wie letzteres in 2 Molekiile Triphenylmethy] 
zerfallen. kann, in Pyridinlésung z. B. eine Dissoziation er- 
leidet, wihrend bei der Porphyrinbildung eine Reduktion des 
Radikals stattfindet. Da nimlich Kisessig-Bromwasserstoff 
eine reduzierende Wirkung ausiiben kann, ist am Pentachlor- 
dimethyl(chlor)himin beobachtet worden und zugleich wurde 
hier darauf hingewiesen, daf das eine ,,Methin“ eine Ausnahme- 
stellung gegeniiber den drei anderen einnimmt, indem von den 
drei Chloratomen, die sich im Pentachlorderivat an drei Me- 
thinen befinden miissen, zwei leicht und ohne Ersatz wieder 





") Diese Zs. Bd. 109, 8S. 109 (1920). 
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abgespalten werden, das dritte aber durch Wasserstoff ersetzt 
werden muB, damit das Auftreten des Chlor-bromhamato- 
porphyrindimethylithers erklart werden kann.') Vielleicht ist 
auch im Hiamoglobin selbst die prosthetische Gruppe als 
Doppelmolekiil vorhanden, wenigstens mu8 dies gefolgert 
werden, wenn dem Himoglobin das doppelte von dem bisher 
angenommenen Molekulargewicht zukommen sollte.2) 


Experimenteller Teil. 


Zur Ausfiihrung nachstehender Versuche wurde ein nach 
der Methode von Schalfejeff dargestelltes Himin verwendet. 
Die Ausbeute betrug 4,3 g pro Liter Blut. Die Hiamin- 
krystalle wurden zunichst an der Luft, dann im Vakuum iiber 
Schwefelsiure getrocknet. 


I. Methylierung des Eisessighimins. 


Je 5g trockenes Himin wurden 10 Minuten lang mit 
einem Gemisch von 80 ccm Chloroform und 14 ccm Pyridin 
kriftig geschiittelt. Die dunkelrote Fliissigkeit wurde rasch 
vom EKiwei8 und ungelést gebliebenen Himin abfiltriert, das 
von neuem zur Methylierung verwendet wurde. Das Filtrat 
wurde in 250 ccm siedenden, absoluten Methylalkohol, der mit 
35 ccm 38°/,iger Salzsiure versetzt war, vorsichtig unter Um- 
riihren eingetragen und das Gemisch so lange auf dem 
Wasserbad weiter erhitzt, bis sich der Glasstab mit Kry- 
stallen beschlug. Nun lie8 man im Eisschrank erkalten und 
saugte am nichsten Tag das Dimethyl(chlorjhimin ab, wusch 
zuniichst mit wenig Methylalkohol, dann mit Wasser, zur 
Kntfernung der Salzsiure nach. Das Dimethyl(chlor)himin 
krystallisierte in gekreuzten Nadeln, war in kalter und heifer, 
5°/,iger Sodalésung nicht loslich, schwer in kaltem Methyl- 
alkohol, dagegen leicht léslich in Kisessig, Benzo], Chloroform, 
Aceton und Methylathylketon. Die Ausbeute betrug im Durch- 
schnitt 4,5 g im Vakuum getrocknetes Produkt. 











1) Diese Zs. Bd. 163, S. 272 (1927). 
*) The Svedberg u. R. Faihraeus, J. of the Americ. chem. soc. 
Bd. 48, S. 480 (1927). 
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Analysen von Dimethyl(chlor)himin: 
0,1484 g Substanz (i. V.) gaben 0,3456 g CO, und 0,0704 g H,O. 


7,52 mg ‘i ‘i 5 0,57 ceem N bei 739 mm, 20°. 
17,31 mg m = . 359mg AgCl. 
56,37 mg 1" - , 6,61 mg Fe,O,. 

7,21 mg i - , 487mg AgJ. 


C.,H,,0,N,FeCl (Mol.-Gew. 677,79). 
Ber. 63,76°/, C 5,06°/) H 8,27°9/, N  8,24°/) Fe 5,28°/, Cl 4,43°/, CH, 
Gef. 63,51 5,31 8,58 8,20 5,13 4,32 

Um das Verhalten gegen 5°/,ige Sodalésung zu unter- 
suchen, wurden 100,7 mg Dimethylchlorhimin mit 50 ccm 
5°/,iger Soda versetzt und 24 Stunden lang unter hiufigem 
Umschiitteln digeriert. Nach dem Abfiltrieren wurde mit 
Salpetersiiure angesiuert und mit Silbernitrat gefallt. Er- 
halten wurden 3,45 mg AgCl. Abgespalten wurden also 
0,84°/, Cl, das sind aber, da Dimethylchlorhaimin 5,24°/, 
Chlor enthilt, 16,0°/, des Gesamtchlors.') 

Die Mutterlaugen des Dimethylchlorhimins wurden zur 
Wiedergewinnung des darin enthaltenen Farbstoffs so lange 
mit Wasser versetzt bis sich die Chloroform—Farbstoftlésung 
zu Boden setzte, diese vom Wasser getrennt, mit Wasser ge- 
waschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Ab- 
destillieren der Hauptmenge des Chloroforms wurde die ver- 
bleibende, konzentrierte Lésung in die 15 fache Menge Petrol- 
fither gegossen, der entstandene Niederschlag abfiltriert, ge- 
trocknet und zur weiteren Reinigung nochmals in wenig 
Chloroform gelést und mit Petrolither gefillt. Wie die 
Analysen ergaben, handelt es sich wieder um das Anlagerungs- 
produkt von Methylchlorid an Dimethylhimin, das im Methyl- 
alkohol leicht léslich ist. Es wurde auch versucht, dieses 
Methyl mit Zinkacetat zu verseifen, was héchst wahrscheinlich 
gelingen wird, womit die Annahme einer Oxyvinylgruppe im 
Hiimin eine starke Stiitze erhalten diirfte. Durch die Bildung 
dieses Produkts wird die Ausbeute an Dimethylhimin wesentlich 
herabgedriickt. Schmelzp. 167°; Ausbeute 0,5 ¢ pro 5g Himin. 


1) Herr Dr. W. Zimmermann fand bei seinem Priparat unter 


/ 


gleichen Bedingungen eine Abspaltung von 16,7°/, Chlor. Diese Zs. 
Bd. 153, S. 122 (1926). 
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Analysen des Anlagerungsproduktes: 
9,34 mg Substanz (i. V.) gaben 8,47 mg AgJ. 


19,30 mg es + »  7,00mg AgCl. 
C,,Hs,0,N,FeCl, (Mol.-Gew. 728,28). 
Ber. 6,19 °/, CH, 9,74, Cl 
Gef. 6,09 9,61 


Ks list sich leicht in Kisessig, Chioroform, Methylalkohol. 
Das Spektrum gleicht dem des Hiamins. 


II. Darstellung von Dichlordimethyl(chlor)hamin. 


Je 8g Dimethyl(chlorjhimin wurden in 200 ccm Chloro- 
form unter 2 stiindigem Schiitteln auf der Maschine gelést und 
vom ungelésten (0,2 g) abfiltriert, mit 27 ccm Chloroform ver- 
setzt, die 1,22 g Chlor enthielten, was etwa 3 Atomen Chlor 
auf 1 Mol Farbstoff entspricht. Nach 2 stiindigem Schiitteln 
wurde das Lésungsmittel in einer Porzellanschale bei Zimmer- 
temperatur bis zur Hilfte verdampft, die Lésung in 400 ccm 
Petroliither gegossen und der Niederschlag abfiltriert. Der 
durch Petrolither nicht gefillte Farbstoff wurde durch vdlliges 
Verdunstenlassen des Chloroform—Petroliithers gewonnen. Die 
beiden Produkte waren identisch, amorph und konnten aus 
siedendem Benzol nicht krystallisiert erhalten werden. List 
man das Produkt in siedendem KEisessig 1:30, so scheidet 
sich ein Teil beim Erkalten wieder aus, wobei man wohl eine 
einheitliche Struktur feststellen kann, aber ohne die etwaigen 
Krystallgebilde niiher charakterisieren zu kénnen. LEs_ lost 
sich leicht in Hisessig, Benzol, Aceton, Methylalkohol, schwerer 
in Chloroform. 

Analysen des Dichlordimethyl(chlor)hiimins: 

6,06 mg Substanz (i. V.) gaben 4,12 mg AgJ. 


58,29 mg . " ,, 32,90 mg AgCl. 
C,,H,,0,N,FeCl, (Mol.-Gew. 748,71). 
Ber, 4,07°/, CH, 14,21), Cl 
Gef. 4,35 13,96 


Die Analyse zeigt, da von den 3 Chloratomen sich nur 
zwei angelagert haben. Die Chloroformlésung zeigt 4 Ab- 
sorptionsstreifen: 

638—620 550—530 520—490 485—435. 
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Kinwirkung von Diazomethan auf Dichlormethyl-. 
(chlor)himin. 


2 g Dichlorid wurden in 60 ccm Chloroform  gelist. 
Hierauf le8S man in 1 stiindigen Pausen 6 mal aus je 3 ccm 
Nitrosomethylurethan entwickeltes Diazomethan  einwirken, 
wobei Gasentwicklung auftrat. Die Fliissigkeit wurde gréBten- 
teils abdestilliert, der Rest in 100 ccm Petrolither eingetragen 
und das schén griin gefirbte, ausgefallene Produkt abfiltriert, 
wahrend unverindertes Dichlorid im Filtrat zuriickblieb. Durch 
nochmaliges Liésen in wenig Chloroform und <Ausfillen mit 
Petrolither konnte das Produkt rein erhalten werden. Ver- 
suche, es im krystallisierten Zustande zu bekommen, blieben 
durchweg erfolglos, da hierbei das Praparat wieder in das 
Dichlorid iiberging. Bei lingerem Stehen an der Luft nahm 
das Produkt eine dunklere Farbe an und gleichzeitig konnte 
das Erscheinen eines Spektrums beobachtet werden, wahrend 
das frisch hergestellte Priparat kein Spektrum mehr aufwies. 
Die Ausbeute betrug 1,4 g = 70°). 


Analysen: 
0,1221 g Substanz (i. V.) gaben 0,2526 g CO, und 0,060 g H,0. 
0,0985 g e si »  0,2048g CO, ,, 0,0451 g HO. 
9,75 mg ie = » 0,60 cem N bei 739 mm, 21°. 
42,9 mg o és »  24,10mg AgCl und 4,6 mg Fe,0Q,. 
9,83 mg ™ ™ » 9,88 mg AgJ. 


C,¢H,,0,N,FeCl, (Mol.-Gew. 750,73). 
Ber. 57,56/,C 4,84°/,H 7,46°/,N 7,449/) Fe 14,17°/,Cl 4,07° , CH. 
Gef. 56,55 5,48 6,95 7,49 13,90 3,83 

56,70 5,12 


Ein Versuch, aus diesem Produkt mit Bromwasserstofi- 
eisessig ein Porphyrin zu erhalten, fiel positiv aus. Wie die 
Analysen ergaben, trat durch Diazomethan eine Methylierung 
nicht ein, es blieb daher nur noch die Annahme iibrig, dab 
das Diazomethan in diesem Falle reduzierend gewirkt hatte. 
Nach resultatlos verlaufenen Versuchen, das Produkt auf diese 
Weise wieder zu erhalten, suchte man nach anderen Reduktions- 
mitteln. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVIII. 
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Reduktion des Dichlorids mit 2°/,igem 
Natriumamalgam. 


1 g Dichlordimethylchlorhimin wurde in 50 ccm Methyl- 
alkohol suspendiert, wobei teilweise Loésung eintrat, einige + 
Tropfen Wasser zugegeben und das ganze der Reduktion mit 
2°/,igem Natriumamalgam unterworfen. Es wurden bei Zimmeyr- 
temperatur aus 8 g Amalgam etwa 5 Atome Wasserstoff auf + 
1 Mol Dichlorid entwickelt. Nach 2 Stunden wurde der aus- 
gefallene gelbgriine Niederschlag *abfiltriert, durch Waschen 
mit Wasser von der hierbei entstandenen Natronlauge und 
von Methylalkohol befreit und im Vakuum getrocknet. Zur 
weiteren Reinigung wurde das Produkt in wenig Chloroform 
gelést und mit Petrolither gefallt. Krystallisiert konnte es 
nicht erhalten werden; ein Spektrum war nicht vorhanden. 
Die Ausbeute betrug 0,7 g = 70°/). 


Analysen: | 
0,1018 g Substanz (i. V.) gaben 0,2139 g CO, und 0,0458 g H,0. 
4,97 mg = is », 0,325 cem N bei 740 mm, 22°. 
44,9 mg e »  24,60mg AgCl und 4,70 mg Fe,0,. 


11,60 mg ¥ ‘ » 6,55 mg AgJ. 
C,,H,,0,N,FeCl, (Mol.-Gew. 750,73). 
Ber. 57,56°/)C 4,88°/) H 7,46°,N 7,44°/, Fe 14,17°/,Cl 4,079/, CH, 
Gef. 57,30 5,08 1,34 7,32 13,56 3,61 


id 


Das methylalkoholische Filtrat wurde verdunstet, der 
Riickstand mit Wasser digeriert, wobei das unter Kinwirkung 
der Natronlauge gebildete Haimatin—Natrium in Lésung ging, 
wihrend noch unverindertes Dichlorid ungelést zurickblieb. 
Die Analysen und das gesamte Verhalten dieses griinen Stoffes 
bewiesen, daB er mit dem durch Einwirkung von Diazomethan 
erhaltenen Produkt identisch ist. Da das Praparat beim 
Stehen an der Luft allmahlich eine dunklere Farbe annahm 
und das Spektrum des Dichlorids wieder auftrat, wirkte der 
Luftsauerstoff offenbar dehydrierend, so daB sich Wasserstoff- 
peroxyd gebildet haben konnte. Zum Nachweis desselben 
wurde eine Probe des Priparats in Wasser suspendiert, 
4 Stunden Luft durchgeleitet und abfiltriert. Da im Filtrat 
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mit Titanschwefelsiure eine Gelbfirbung auftrat, dirfte sich 
tatsichlich Wasserstoffperoxyd gebildet haben. 


III. Porphyrinspaltung des hydrierten Dichlorids. 


4g reduziertes Dichlorid wurden mit 100 ccm Brom- 
wasserstotfeisessig (s = 1,41) in einer Stépselflasche 2 Tage auf 
der Maschine geschiittelt, wobei der Farbstoff in Lésung ging. 
Die dunkelrote Lésung wurde nach der Filtration durch Glas- 
wolle im Vakuum (60—80°) méglichst zur Trockene destilliert 
und der stahlblaue Riickstand in 100 ccm absolutem Methy]l- 
alkohol unter Erwirmen auf 50—60° unter zeitweiligem Um- 
schwenken des Kolbens gelést. Trotzdem wurde noch weitere 
3 Stunden erwirmt, da hier der Austausch zweier Bromatome 
durch Methoxy] stattfindet. Nach dem Filtrieren der Loésung, 
wobei ein kleiner eisenhaltiger Riickstand verblieb, wurde 
1 Liter Ather (nicht nach Vorschrift die 3—4 fache Menge des 
Methylalkohols) zugegeben, da bei Zugabe von mehr Ather 
sich die Ausbeute verbesserte und beim EingieBen von Ather 
in die methylalkoholische Lésung kein eisenhaltiges Produkt 
ausfillt. Der Methylalkohol und das EKisenbromid wurden mit 
Wasser weggewaschen bis keine Hisenreaktion mehr erhalten 
wurde. Der Atherischen Lésung wurde nun der Farbstoff 
durch 12 °/,ige Bromwasserstofisiure entzogen und diese Liésung 
4—5 Tage stehen gelassen, damit die Carboxithyle verseift 
werden. Hierauf wurde die Natronlauge annihernd neutralisiert 
und mit Natriumacetat das Porphyrin ausgefallt. Nach dem 
Filtrieren, Auswaschen und T'rocknen im Vakuum wurde das 
Produkt mit Ather extrahiert und in schénen Prismen krystalli- 
siert erhalten. Ausbeute 0,8 g = 20°/,. 


Analysen: 
0,1022 g Substanz (i. V.) gaben 0,2178 g CO, und 0,0494 g H,0. 
9,38 mg * ‘“ .. 0,65 cem N bei 740 mm, 22°. 
67,26 mg - re » 29,0 mg AgBr + AgCl = 
25,86 mg AgCl. 
7,93 mg ‘ “ »  5,00mg AgJ. 


C,,H,,O,N,C1Br (Mol.-Gew. 739,92). 
Ber. 58,41°/,C 5,45°/, H 7,579/,N 4,79°/, Cl 10,80%/, Fe 4,05°/, CH,. 
Gef. 58,13 5,41 7,81 4,84 10,52 4,03 
20° 
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Ks wurde also zweifellos derselbe Monochlorbromhimato- 
porphyrindimethylither erhalten, der auch aus dem unver- 
anderten Dichlorid hervorgeht.?) 


Spektrum in Ather: 

620—607 dT8—565 038—525 507T—494 
Spektrum in Chloroform: 

620—607 575—560 540—525 515—490 


IV. Mono(chlorbrom)hamatoporphyrindimethylather. 


Je 5g Dichlordimethylchlor)hamin wurden in 100 ccm 
Bromwasserstoffeisessig (s = 1,43, erhalten durch Kinleiten von 
Bromwasserstoff in Bromwasserstoffeisessig (s = 1,41) unter 
Kiskochsalzkithlung), 2—3 Tage geschiittelt,. wobei sich der 
Farbstoff mit roter Farbe léste. Die Reaktionsfliissigkeit 
wurde nun in der tiblichen Weise auf Porphyrin verarbeitet 
mit der Abiinderung, daB 1—11/, Liter Ather verwendet wurden 
zur Vermehrung der Ausbeute. Das so gewonnene, trockene 
Rohprodukt wurde mit Ather extrahiert. und in schénen Prismen 
krystallisiert erhalten. Die Ausbeute betrug etwa 35°/.. 

Spektrum in Eisessig: 

605—600 580—550 

Spektrum in Ather: 

620—607 578—565 538 —525 S07T—494 

Spektrum in Chloroform: 

620—607 575 —560 540—525 515—490 

Die Analysen sind bereits veréffentlicht worden.’) 

Danach liegt der Dimethylither des Chlorbromhimato- 
porphyrins vor. Einen Schmelzpunkt besitzt der Stoff nicht. 
Die Salzsiiurezahl wurde zu 6,8 bestimmt. Beim Einleiten 
von trockenem Ammoniak und von trockener Salzsiure in eine 
absolut itherische Lésung des Porphyrins konnten das Ammo- 
niak und das Salzsiiureanlagerungsprodukt in Form von 
flockigen Niederschligen erhalten werden, die aber beim Ab- 
filtrieren sehr rasch wieder in ihre Komponenten zerfielen. 





1) Diese Zs. Bd. 163, S. 271—274 (1927). 
®) Diese Zs. Bd. 163, S. 271 (1927). 
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Zur Priifung der Haftfestigkeit des Halogens in den Seiten- 
ketten wurden jeweils 0,4 g Porphyrin in 20 ccm 1, 3, 5 und 
10°/,iger Kalilauge gelést und unter zeitweiligem Umschiitteln 
1 Tag stehen gelassen, worauf die Lésung durch verdiinnte 
Essigsiiure gefallt und der Niederschlag abfiltriert, mit Wasser 
gewaschen und nochmals mit Lauge behandelt wurde. Hierbei 
wurde kein Halogen abgespalten, was mit seiner Bindungs- 
weise gut im EKinklang steht. 


Komplexes Zinksalz. 


0,8 g werden in 80 ccm Methylalkohol gelést und 30 ccm 
1°/,ige Zinkacetat—Methylalkohollésung zugegeben, am nichsten 
Tag der flockige Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen 
und im Vakuum getrocknet. Ausbeute 0,82 g. 

Spektrum in Chloroform: 

575—560 550—530 
Analyse: 
59,0 mg Substanz (i. V.) gaben 6,0 mg ZnO durch direktes Gliihen. 
C,,H,;,0,N,C1BrZn (Mol.-Gew. 803,27) Ber. 8,15 °/, Zn 
Gef. 8,13 

Das Zinksalz ist leicht léslich in Eisessig, Methylalkohol, 
Chloroform, Aceton, Soda, unldslich in Ather. Die Abspaltung 
des Zinks durch Salzsiure verlief quantitativ. 70,2 mg Zink- 
salz wurden in 12°/,iger Salzséure gelést, einige Zeit auf 
dem Wasserbad erwirmt und iiber Nacht stehen gelassen. Der 
Farbstoff wurde durch Neutralisieren der salzsauren Lésung 
mit Natronlauge und Zugabe von Natriumacetat ausgefillt, 
abfiltriert, mit Wasser gewaschen und im Filtrat das ab- 
gespaltene Zink als Carbonat gefallt und als Zinkoxyd be- 


stimmt. 
Analyse: 


70,2 mg Substanz (i. V.) gaben 7,11 mg ZnO. 
C.,,H,,0,N,C1BrZn Ber. 8,15 °/, Zn 
Gef. 8,14 


Komplexes Kupfersalz. 


0,4 g¢ Porphyrin werden in 20 ccm Kisessig unter Er- 
wirmen gelést, 20 com mit Kupferacetat gesittigter Hisessig 
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zugegeben und im Vakuum stehen gelassen. Nach mehr- 
stiindigem Stehen krystallisierte das Kupfersalz in schénen 
Nidelchen aus. Es lést sich in Eisessig, Chloroform, Aceton, 
Soda, ist unléslich in Ather und Methylalkohol. Ausbeute 0,2 g. 
Analyse: 
54,5 ng Substanz (i. V.) gaben 5,4 mg CuO durch direktes Glithen. 
C,,H,,0,N,ClBrCu (Mol.-Gew. 801,47) Ber. 17,93°/, Cu 
Gef. 17,92 
Spektrum in Chloroform: 
565—550 535—520 


Die Veresterung des Dimethylithers wurde ausgefiihrt: 


1. Mit Diazomethan. 

0,5 g Dimethylither wurden in iitherischer Lésung mit 
einem UberschuB von Diazomethan behandelt. Der erhaltene 
Dimethylester sintert bei 78° und schmilzt bei 126° unter 
Aufschiumen. Die Eisessiglésung zeigt zwei Absorptionsstreifen: 

605—600 580—550 
Der Diester ist unléslich in Soda, leicht léslich in Eisessig, 
Methylalkohol, Ather, Chloroform und Aceton. 
Analyse: 


8,2 mg Substanz (i. V.) gaben 9,85 mg AgJ. 
C,,H,,0,N,ClBr (Mol.-Gew. 767,96) Ber. 17,83 °/, CH; 
Gef. 17,68 


2. Mit methylalkoholischer Salzstiure. 

Nach der Vorschrift von Kiister und Deihle!) gelang 
die Veresterung des Dimethylithers auch mit 1°/, Salzsiure 
enthaltenden Methylalkohol. Es wurden 0,5 g Dimethylither 
in 50 ccm Methylalkohol, der 1°/, Salzsiure enthielt, 10 Min. 
gekocht. Die Reaktionsmischung wurde in 1/, Liter Wasser 
gegossen, in dem etwas Natriumacetat gelést war, der Farb- 
stoff abfiltriert und nach dem Waschen mit Wasser im Vakuum 
getrocknet. Die Substanz sintert bei 78° und schmilzt bei 
126° unter Aufschiumen. Die auf diesen verschiedenen Wegen 
erhaltenen Produkte waren villig identisch. 





') Diese Zs. Bd. 86, S. 64 (1913). 


UNTER PRR Noreen ee mene 





». 
Lf 














Uber den Chemismus der Porphyrinbildung usw. 311 


Analyse: 
6,42 mg Substanz (i. V.) gaben 7,70 mg AgJ. 
C,,HyO,N,CIBr (Mol.-Gew. 767,77) Ber. 17,83 °/, CH, 


Gef. 1,67 


Komplexes Hisensalz. 


Zur Wiedereinfiihrung des Hisens in das Porphyrin wurden 
0,5 g des Dimethylesters in 100 com 80°/,iger mit Kochsalz 
gesittigter Essigsiure gelést, Eisenchlorid zugegeben und 
solange erwirmt bis die Farbe in braunschwarz umschlug. 
Nun krystallisierte beim Itrkalten das Eisensalz in kleinen 
Nadelchen aus, die abfiltriert, mit Wasser gewaschen und im 
Vakuum getrocknet wurden. Ausbeute 0,3 g. Derselbe Ver- 
such wurde mit Ferroacetat ausgefiihrt mit dem gleichen 
Resultat, nur daB hier die Umsetzung etwas rascher vor 
sich ging. 

Das Eisensalz ist leicht léslich in Hisessig, Chloroform, 
schwerer in Aceton, unlislich in Ather und Methylalkohol. 

Spektrum in Chloroform: 

640—620 550—5380 520—490 

Die Lésung in Eisessig oder Chloroform gibt mit Hydrazin- 
hydrat ein Himochromogenspektrum. 


Analysen: 
71,70 mg Substanz (i. V.) gaben 6,86 mg Fe,0,, 
62,25 mg ‘ “s » 84,48 mg AgCl + AgBr = 


31,26 mg AgCl. 
C,,H,,O,N,FeCl, Br (Mol.-Gew. 857,25) 
Ber. 6,52°/, Fe 8,27 °/, Cl 9,32 °/, Br 


Gef. 6,69 8,32 9,30 


V. Oxydation des Dimethylathers. 


Der fein gepulverte Farbstoff wird in kleinen Portionen 
in 30°/,ige Schwefelsiure eingetragen und in einer Stopsel- 
flasche geschiittelt. Geringe Anteile von zusammengeballtem 
Farbstoff werden in einer Reibschale mit der Siure vollends 
angerieben. Es werden also jeweils 5 g Porphyrin in 400 ccm 
30°/,iger Schwefelsiure gelést und unter Rihren die Chrom- 
siurelisung (8 g CrO, = 171/, Atome Sauerstoff auf 1 Mol 
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Porphyrin) zugegeben. Zunichst wurden */, der berechneten 
Menge Chromsiure zugefiigt, wobei ein hellvioletter Nieder- 
schlag ausfiel, so daB die Oxydation nur langsam vor sich 
ging. Daher wurde auf 55° erwirmt, die Farbe hellite sich 
auf und man gab den Rest der Chromsiiure zu. Nach Be- 
endigung der Reaktion, zu erkennen an der rein griinen Farbe 
der Fliissigkeit, l4Bt man diese tiber Nacht stehen, athert die 
Hiimatinsiiure und die Imide aus, bis der Ather farblos bleibt. 
Die letzten Reste dieser Stoffe kénnen noch durch Extrahieren 
mit Ather im Apparat gewonnen werden. Der dtherischen 
Lésung wird nun die Himatinsiure mit 5 °/,iger Sodalésung 
entzogen, der Ather gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet 
und gréBtenteils abdestilliert. Die imidhaltige, konzentrierte, 
itherische Liésung l48t man nun im Vakuum stehen, wo nach 
1—2 Tagen die Imide auskrystallisieren. Der soda-alkalischen 
Lésung wird nach dem Ansiuern mit verdiinnter Schwefel- 
siiture die Hiimatinsiure mit Ather entzogen. Die dtherische 
Lésung wird nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat gréBten- 
teils verdunstet und die konzentrierte Lésung zur Krystalli- 
sation der Hamatinsiuren ins Vakuum gestellt. Der Schmelz- 
punkt lag zwischen 92 und 100°, so daB wohl hauptsichlich 
Hamatinsiiureimid vorlag. Ausbeuten: 


Hiimatinséure, theor. . . . . . 2,47 ¢ 
m Ms cs ow « os oe Se 
imide, teem. 2 2. ss et es tt 
~ GI et ee we oe 


Es hatten sich also bei der Oxydation nicht ganz 
2 Mole Himatinsiiure und 2 Mole Maleinimid gebildet. 
Da der Hauptwert auf die Imide gelegt wurde und die 
Theorie ein brom- und ein chlorhaltiges Imid verlangte, war 
es notig, dieses Rohimid in irgendeiner Weise in seine 
zwei Bestandteile zu trennen. Dies war insofern nicht 
leicht, da beide Imide so ziemlich die gleichen Kigen- 
schaften besitzen muSten und die Literatur nur tber das 
erwartete Brommethoxyithylmethylmaleinimid Aufschlu8 gab. 
Hier war die Beobachtung von Vorteil, daB beim Stehen 
der itherischen Lésung im Vakuum ein schén weiBes Produkt 
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auskrystallisierte, das nach der Isolierung aus der Lisung den 
Schmelzpunkt 75° zeigte, also das Bromimid sein muBte, wie 
denn auch die Analyse ergab. Ks ist also das Bromimid in 
Ather schwerer léslich als das Chlorimid, weshalb ihre Trennung 
durch fraktionierte Krystallisation aus Ather erreicht wurde. 
Nachdem so die Trennung annahernd quantitativ war, wurde 
das Chlorimid mit Petrolither (60—80°), in dem es schwerer 
léslich ist als das Bromimid, von den letzten Spuren desselben 
befreit. Da das so gewonnene Chlorimid, wohl infolge An- 
haftens anderer bei der Oxydation auftretenden Produkte, nur 
sehr schwer zur Krystallisation zu bringen war, wurde es in 
Ather gelést, mit Tierkohle behandelt und ins Vakuum ge- 
stellt, wo nach langem Stehen die Krystallmasse villig er- 
starrt war. 


Ausbeute an reinem Bromimid 1,1 g theor. 1,67 g 
” * .  Chlorimid 0,9 i 1,37 


Das Brommethoxyathylmethylmaleinimid mit einem Schmelz- 
punkt von 75° war in allen Solventien leicht léslich, ebenso 
das Chlormethoxyithylmethylmaleinimid mit dem Schmelz- 
punkt 65°, nur mit dem Unterschied, daB es in Ather leichter, 
in Petrolither schwerer léslich ist als ersteres. Beide Stoffe 
konnten durch Liésen in wenig Chloroform und Zugabe von 
3 Teilen Pentan nach voélligem Verdunsten der Lisungsmittel 
in schénen Rosetten krystallisiert erhalten werden. 


Analysen des Bromimids: 
7,65 mg Substanz (i. V.) gaben 6,9 mg Agu. 


40,65 mg ‘i - » 30,66 mg AgBr. 
C,H,,0,NBr (Mol.-Gew. 248,0) Ber. 6,06°/, CH, 32,22°/, Br 
Gef. 5,77 32,10 


Analysen des Chlorimids: 
0,100 g Substanz (i. V.) gaben 0,1722 g CO, und 0,0445 g H,O. 


8,75 mg - - » 0,53 eem N bei 740mm, 20°. 
36,38 mg _s, >» ~~ «25,49 mg AgCl. 
7,64 mg * ms » 8,07 mg AgJ. 


C,H,,O,NCl1 (Mol.-Gew. 203,59) 
Ber. 47,179, C 4,95°/, H 6,889, N 17,42, Cl 7,38°/, CH, 
Gef. 46,98 4,98 6,87 17,33 6,76 





314 Kiisteru.Schlayer, Uber d. Chemismus d. Porphyrinbildung usw. 


VI. Verseifung des Chlorimids. 


Ks wurde 1g des rohen Imids mit 10 ccm 75 °/ iger 
Bromwasserstofisiure im Bombenrohr 10 Stunden im Wasser- 
badofen erhitzt, die braune Liésung mit Wasser verdiinnt und 
die Lésung ausgeithert, worauf die atherische Lésung beim 
Ausschiitteln an 5°/,ige Sodalésung nur Spuren abgab. Nach 
dem Abdestillieren des Athers hinterblieb ein gelbes Ol, das 
auch nach dem Behandeln mit Tierkohle nicht krystallisiert er- 
halten werden konnte. Die Substanz enthielt keinen Stickstoff 
und kein Methoxyl mehr, wohl aber noch Chlor bzw. Halogen. 
Trotzdem die Verseifung unter verschiedenen Bedingungen 
durchgefiihrt wurde, konnte kein einheitlicher Stoff erhalten 
werden, auch waren die Ausbeuten zu gering, um weitere Ver- 
suche anzustellen. 


.Von der W. Gesellschaft zur Foérderung der Wissen- 
schaften wurden uns Mittel zur Durchfiihrung der Versuche 
zur Verfiigung gestellt. Wir méchten auch an dieser Stelle 
aufrichtigsten Dank fiir die Unterstiitzung unserer Bestrebungen 
zum Ausdruck bringen“. 








Druckfehlerberichtigung 
zu den Abhandlungen in Bd. 166, 8. 319 und in Bd. 168, 8. 7. 
Von 


0. Schumm. 





(Der Redaktion zugegangen am 12. Juli 1927.) 


Auf 8. 319, Bd. 166 muB die Zeile 6 von unten lauten: 
zu 1,5, nach Kiisters Formulierung zu ungefihr 4,5 angenommen“. 


Auf §. 7, Bd. 168, Abschnitt III, Zeile 1—3: 


Das durch 1—3 Stunden langes Kochen von a-Himatin mit 
1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol gewonnene Veresterungsprodukt 
wird iiber Chloroform abgeschieden, enteisent und demselben Verfahren 
unterworfen“, 
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Fir die haufiger szitierten Zeitschriften werden folgende 
Abkirzungen empfohlen: 


Liebig, Ann. der Chem. ==(Liebigs) Annalen der Chemie. | 

Pfliigers Arch. == Archiv fiir die gesamte Physiologie. 

Arch. (Anat. u.) Physiol. == Archiv fiir Ph yeiologi (Archiv fiir Ana- 

: tomie und Physiologie, Physiologische 

Abteilung). 

Arch. fiir exper. Pathol. = Archiv fiir experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie. 

Chem, Ber. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Biochem. Zbl. == Zentralblatt fiir Biochemie und Bio- 

hysik. 

Biochm. Jl. == The Biochemical Journal. 

Biochem. Zs. == Biochemische Zeitschrift. 

Bull, Soc. chim, France. == Bulletin de laSociété chimique de France, 

Chem. Zbl. == Chemisches Zentralblatt. 

C. R. =Comptes rendus de l’Académie des 

Sciences. 

Jl. of Biol. Chem. - == The journal of biological chemistry. 

J. of Physiol. == The journal of Physiolo 

Jl. fiir prakt. Chem. _ Journal fir praktische hemie. 

Landw. Versuchsstation. == Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 

Mon.-H. fiir Chemie == Monatsheft fiir Chemie. 

Zs. physikal, Chem. = Zeitschrift fiir physikalische Chemie. 
Quarterly Jl. Experim. Physiol. = Quarterly Journal of experimental phy- 
siology. 

Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fir Physiologie. 
Zs. Biol. == Zeitschrift fiir Biologie. 
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